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1 Einleitung 
1.1 Die asymmetrische Synthese 
Die Bereitstellung eines breiten Spektrums an optisch aktiven und enantiomerenreinen 
Substanzen für die Herstellung pharmazeutisch relevanter Wirkstoffe besitzt in der heutigen 
Zeit einen großen Stellenwert. Besonders die Tatsachen, dass ständig neue Krankheiten 
entstehen und sich Krankheitserreger in ihrer Gestalt verändern sowie Krankheiten bis zum 
heutigen Tage z. T. noch nicht heilbar sind, machen es notwendig, nach neuen bioaktiven 
Substanzen zu forschen. Neben dem natürlichen Vorkommen chiraler Moleküle besteht die 
Möglichkeit, diese durch asymmetrische Synthese mit chemischen oder biologischen 
Methoden darzustellen. Das Umsatzvolumen im Gesamtmarkt für die Chiraltechnologie, zu 
der die asymmetrische Synthese zählt, betrug 2003 7,7 Mrd. US-Dollar. Frost und Sullivan 
prognostizierten 2003, dass dieses Volumen bis zum Jahr 2009 auf rund 15 Mrd. US-Dollar 
anwachsen wird (Abb. 1). Dieser enorme Zuwachs macht die Nachfrage und die Bedeutung 
der Chiraltechnologie deutlich. 
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Abb. 1: Umsatzprognose des Weltmarktes für Chiraltechnologie bis 2009 (Frost und Sullivan 2003) 
Chirale Verbindungen können ein oder mehrere asymmetrische Atome besitzen. Die 
stereoselektive Struktur verleiht Enantiomeren ihre optische Aktivität. Die Konfiguration an 
einem asymmetrischen Kohlenstoff-Atom wird mit (R) und (S) bezeichnet. Liegt ein 
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racemisches Gemisch vor, ist dieses optisch inaktiv. Enantiomere können in keiner Weise zur 
Deckung gebracht werden, wie das häufig verwendete Beispiel der linken und rechten Hand 
verdeutlicht und der Chiralität auch den Namen „Händigkeit“ verleiht. Trotz gleicher 
Konstitution weisen Enantiomere aufgrund ihrer intermolekularen Wechselwirkungen sehr 
unterschiedliche physiologische Eigenschaften auf. So unterscheiden sich Enantiomere z. B. 
hinsichtlich ihres Geschmacks oder Geruchs aber vor allem auch in Bezug auf ihre 
pharmakokinetische Wirkungsweise, was sie für die Pharmaindustrie so interessant macht. 
Am Wirkungsmechanismus ist immer ein Rezeptor beteiligt, mit dem die (R)- bzw. die (S)-
Form einer enantiomeren Verbindung in unterschiedlicher Weise interagiert. So schmeckt 
z. B. das (S)-Enantiomer von Asparagin bitter und das (R)-Enantiomer süß, (S)-Carvon hat 
einen Minzgeschmack, (R)-Carvon hingegen schmeckt nach Kümmel. Die wichtige 
Bedeutung der Enantiomerenreinheit solcher Verbindungen wird erst deutlich, wenn eine der 
Eigenschaften eine unerwünschte, schädigende Wirkung aufweist, wie der Wirkstoff 
Thalidomid. Dieser wurde 1956 als Contergan® auf den Markt gebracht und erwies sich neben 
seinen Eigenschaften als Schlaf- und Beruhigungsmittel als sehr wirksam gegen morgendliche 
Übelkeit bei schwangeren Frauen. Während nur (R)-Thalidomid die gewünschte 
therapeutische Wirkung zeigte, kam es durch die Wirkung des (S)-Enantiomers zu 
Fruchtschädigungen in der frühen Schwangerschaft, welche zu schwersten 
Wachstumsstörungen an den Gliedmaßen ansonsten gesunder Neugeborener führten (Mujagić 
et al. 2002). 
Neben der chemischen Synthese haben gerade in den letzten Jahren biologische Methoden für 
die Produktion von Feinchemikalien stark an Bedeutung gewonnen (Liese und Filho 1999). 
Die von Mikroorganismen bzw. isolierten Enzymen katalysierte Biotransformation bietet 
hierbei gegenüber chemisch katalysierten Reaktionen eine Reihe von Vorteilen. In der 
Biokatalyse entfallen beispielsweise hohe Temperaturen und Drücke, mehrschrittige 
Verfahren sowie ein aufwendiges Einführen von Schutzgruppen, wodurch Zeit- und 
Kostenaufwand reduziert werden. Des Weiteren haben Enzyme den Vorteil, dass sie von 
Natur aus Reaktionen stereo- und regiospezifisch katalysieren können. In den meisten Fällen 
werden enantiomerenreine Produkte gebildet. Bei chemischen Synthesen wird häufig nur ein 
racemisches Gemisch erhalten, und aufwendige Aufarbeitungsprozesse zur Racemattrennung 
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sind notwendig. Das Interesse an Enzymen als Katalysatoren in der organischen Synthese 
wächst somit stetig (Bornscheuer 2000). 
Auch der Sonderforschungsbereich 380 (SFB 380) der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
(DFG) beschäftigte sich mit dem Kerngebiet „Asymmetrische Synthese mit chemischen und 
biologischen Methoden“. Die vorliegende Arbeit konnte als Teilprojekt C3 „Heterogene 
Biokatalyse asymmetrischer Synthesen in gelstabilisierten Zweiphasensystemen“ in der 
letzten Förderphase (2003–2005) mit in den SFB 380 einfließen. Während der insgesamt 
zwölfjährigen Förderung wurde durch die zahlreichen Teilprojekte eine Vielzahl an 
Möglichkeiten und Ansätzen aufgewiesen, wie man mit „maßgeschneiderten 
Metallkomplexen, kleinen organischen Molekülen, aber auch hochentwickelten Enzymen 
selektiven Zugang zu chiralen Bausteinen mit nahezu perfekter Enantiomerenreinheit“ 
erlangen kann (Plietker 2006). 
1.2 Enzymatische Synthese in organischen Lösungsmitteln 
Besonders in der Synthese von Feinchemikalien und Pharmazeutika sind häufig unpolare 
Verbindungen als Bausteine für die Endprodukte notwendig (Carrea und Riva 2000). Diese 
schwach bis stark hydrophoben Substanzen sind in wässrigen Medien, der natürlichen 
Umgebung von Enzymen, nur in sehr geringen Konzentrationen löslich und eine 
Biotransformation daher nicht effizient durchführbar. Die Verwendung organischer 
Lösungsmittel kann hier die Löslichkeit dieser Substanzen erhöhen bzw. die Umsetzung 
schwer wasserlöslicher oder gar wasserunlöslicher Substanzen ermöglichen. Der Einsatz von 
Biokatalysatoren in organischen Lösungsmitteln (Klibanov 1986; Zarks und Klibanov 1985) 
dient der Erweiterung des Substrat- und Produktspektrums und macht eine effizientere 
Umsetzung möglich. 
Ein häufig positiver Nebeneffekt bei der Verwendung von organischen Lösungsmitteln ist die 
Verbesserung der Enantioselektivität (Carrea et al. 1995; Wescott und Klibanov 1994). 
Außerdem vermeidet ein organisches Lösungsmittel unerwünschte wasserabhängige 
Nebenreaktionen, wie z. B. Oxidation oder Hydrolyse, aber auch weitestgehend mikrobielle 
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Verunreinigungen und somit den Abbau des eingesetzten Enzyms durch Fremdproteasen 
(Castro und Knubovets 2000). 
Der Einsatz und die Stabilität von Biokatalysatoren in organischen Lösungsmitteln hängt 
entscheidend von Parametern wie der Wasseraktivität, der Substrat- und 
Produktsolvatisierung und der Polarität des Lösungsmittels ab. So existiert z. B. eine direkte 
Korrelation zwischen der Aktivität des Enzyms und der Hydrophobizität eines Lösungsmittels 
(Laane et al. 1987). Als Maß für die Polarität eines Lösungsmittels wird überwiegend der 
logP-Wert verwendet. Generell findet eine Inaktivierung frei vorliegender Enzyme durch 
Lösungsmittel mit einem logP kleiner als 2 statt. Die meisten Lösungsmittel, die zum Einsatz 
kommen, besitzen einen logP-Wert zwischen 2–4, wie z. B. Chloroform (2,2) oder n-Hexan 
(3,5). 
1.2.1 Synthesen im Einphasensystem 
Einem wässrigen Reaktionsmedium können wassermischbare Additive oder organische 
Lösungsmittel als Cosolvenzien zugesetzt werden, um die Substratlöslichkeit zu verbessern 
(Abb. 2 a). Hierfür kommen z. B. Dimethylsulfoxid (DMSO) (Demir et al. 2001; Janzen 
2002), Ethanol oder Polyethylenglykol (PEG) infrage (Schein 1990). Neben der positiven 
Eigenschaft als Lösungsvermittler kann jedoch in Abhängigkeit von der Konzentration eine 
enzymhemmende Wirkung z. B. von DMSO ausgehen (Jackson und Mantsch 1991). Ein 
weiterer Nachteil von DMSO ist, dass es bei der anschließenden Produktaufreinigung schlecht 
abgetrennt werden kann und es die weitere Verwendung der Produkte beeinträchtigt. 
Den direkten Einsatz in Lösungsmitteln lassen nur wenige Enzyme zu, da es bei dem Kontakt 
des Enzyms mit dem organischen Lösungsmittel zu einer irreversiblen Denaturierung, d. h. 
zur Zerstörung der Enzymstruktur, kommt (Jackson und Mantsch 1991). In nicht wässrigen 
Medien häufig verwendete Enzyme gehören zur Klasse der Hydrolasen. Es handelt sich 
hierbei vor allem um Lipasen bzw. Esterasen und Proteasen. Andere Enzyme benötigen 
mindestens so viel Wasser, dass ihre schützende Hydrathülle und damit ihre Aktivität erhalten 
bleibt, in der Regel weniger als 5 % (v/v) (Carrea und Riva 2000). Die Hydrathülle eines 
Enzyms bzw. die Menge an Wassermolekülen, die an das Enzym gebunden ist, steigt mit 
zunehmender Wasseraktivität (Lee und Kim 1995). Verringert sich die Wasseraktivität durch 
den Einsatz von organischen Lösungsmitteln, nimmt die mit der Größe der Hydrathülle 
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verbundene Flexibilität und damit die Aktivität des Enzyms ab. Dieser Effekt kann sich bei 
den Enzymklassen unterschiedlich u. a. auf die Aktivität und Enantioselektivität auswirken. 
 
 a) b) c) 
Abb. 2: Ein- und Zweiphasensysteme für Biokatalysen in bzw. mit organischen Lösungsmitteln 
a) Einphasensystem mit organischem Lösungsmittel bzw. ein Cosolvens enthaltendes wässriges 
Lösungsmittel mit gelöstem Biokatalysator. b) Zweiphasensystem mit einer rein organischen und 
wässrigen Phase, in der der Biokatalysator gelöst ist. c) Emulgiertes Zweiphasensystem bzw. 
gelstabilisiertes Zweiphasensystem, in dem die Micellen bzw. Geltropfen, in die der Biokatalysator 
eingeschlossen ist, suspendiert im organischen Lösungsmittel vorliegen. 
Um die Stabilität von Enyzmen in organischen Lösungsmitteln zu verbessern, gibt es die 
Möglichkeit, das Enzym zu modifizieren. Die Veränderung kann auf Genebene durch z. B. 
gerichtete Evolution (Bornscheuer und Pohl 2001; Otten und Quax 2005) oder durch direkte 
chemische Modifikation des Proteins mit z. B. PEG (De Santis und Jones 1999) geschehen. 
Eine gerichtete Evolution wird häufig auch angewendet, um die Enantioselektivität eines 
Enzyms zu steigern (Jaeger et al. 2001; Reetz 2001; Reetz et al. 2001). Dieser Prozess ist 
jedoch sehr zeit- und arbeitsintensiv und hat häufig zur Folge, dass das Enzym nur an ein 
Lösungsmittel angepasst ist. Hier bietet das Zweiphasensystem eine bessere Möglichkeit, 
indem das Enzym durch eine räumliche Trennung vor dem organischen Lösungsmittel 
geschützt wird, ohne dass eine individuelle Anpassung des Biokatalysators notwendig ist. 
1.2.2 Synthesen im flüssig-flüssigen Zweiphasensystem 
In einem flüssig-flüssigen Zweiphasensystem (Abb. 2 b) ist das Enzym weitestgehend vom 
Lösungsmittel getrennt. Eine Inaktivierung kann hier nur an der Grenzfläche stattfinden 
(Baldascini und Janssen 2005). Während sich in einem Einphasensystem der Biokatalysator 
sowie seine Reaktionspartner in einer Phase befinden und die Diffusion der Reaktanten zum 
Enzym nur wenig eingeschränkt sind, kommt es im Zweiphasensystem z. T. zu größeren 
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Transferstrecken und eventuell zu Stofftransportbarrieren. Dafür erleichtert das 
Zweiphasensystem die Produktabtrennung, da sich dieses meist in der Lösungsmittelphase 
anreichert. Produkt-, aber auch Substratinhibitionen, werden vermieden, da die 
Stoffkonzentrationen im wässrigen Milieu unmittelbar in Enzymnähe niedrig bleiben. Um 
eine größere Oberfläche zu erhalten und somit einen verbesserten Stofftransport zu 
gewährleisten, kann das Zweiphasensystem auch in Form einer Emulsion vorliegen, wobei 
das Enzym in wässrige Micellen eingeschlossen wird. Handelt es sich bei diesen Micellen um 
feste Gelkugeln, spricht man von einem gelstabilisierten Zweiphasensystem (Abb. 2 c). 
1.2.3 Synthesen im gelstabilisierten Zweiphasensystem 
Das lösliche Enzym wird in einer Polymermatrix immobilisiert. Hierbei werden Hydrogele 
bevorzugt, da sie dem Enzym seine natürliche wässrige Umgebung bieten. In dieser Form 
können selbst sensible Enzyme für eine Synthese in Lösungsmitteln eingesetzt werden. In 
dem so genannten gelstabilisierten Zweiphasensystem sind die Enzyme in dem Hydrogel vor 
dem organischen Lösungsmittel geschützt. Das organische Lösungsmittel dient als Reservoir 
für das Substrat, aber auch als Extraktionsmedium für das Produkt. Weiterhin bietet das 
gelstabilisierte Zweiphasensystem die Vorteile jedes anderen flüssig-flüssigen 
Zweiphasensystems (1.2.2). Die Produktaufreinigung gestaltet sich durch die einfache 
Abtrennung der festen Wasserphase zudem sehr viel einfacher und eliminiert gleichzeitig die 
Enzyme aus dem Reaktionsmedium. Die für die Verwendung des Zweiphasensystems 
durchgeführte Immobilisierung der Enzyme wird häufig gerade aufgrund der leichten 
Wiedergewinnung des Biokatalysators, besonders bei sehr teuren bzw. schwer erhältlichen 
Enzymen, praktiziert. Die Immobilisierung ermöglicht einen wiederholten und somit auch 
einen kontinuierlichen Einsatz von Biokatalysatoren. 
1.3 C-C-Knüpfungsreaktionen mit ThDP-abhängigen Enzymen 
Neben enantioselektiven Reduktions- und Oxidationsreaktionen nehmen die synthetisch 
wertvollen C-C-Verknüpfungen aus achiralen Substraten einen besonderen Stellenwert in der 
asymmetrischen Synthese ein. Die Benzoinkondensation ist hierbei eine der ältesten 
untersuchten C-C-Knüpfungsreaktionen in der organischen Chemie (Staudinger 1913; Wöhler 
und Liebig 1832). Auch die enzymatische Carboligation hat immer mehr für die 
1 Einleitung  7 
Bereitstellung von α-Hydroxyketonen an Bedeutung gewonnen (Fessner und Walter 1996; 
Fessner 1998; Sukumaran und Hanefeld 2005). 
1.3.1 C-C-Knüpfungsreaktionen zur Darstellung von α-Hydroxyketonen 
Bei α-Hydroxyketonen handelt es sich um wichtige strukturelle Einheiten, die in vielen 
biologisch aktiven und natürlichen Produkten anzutreffen sind (Du Bois et al. 1997; Whitesell 
und Buchanan 1986). Sie werden häufig als Substrate in der organischen Synthese benötigt 
(Plietker 2004). Aus α-Hydroxyketonen werden Verbindungen mit vielseitiger Wirksamkeit 
synthetisiert, wie z. B. Ureaseinhibitoren (Tanaka et al. 2004) aus Furoin (Nagata et al. 1993) 
und 2,2’-Thenoin (Kühler et al. 1995) oder ein Fungizid (Gala et al. 1996), welches bei der 
Behandlung von AIDS-Patienten eingesetzt wird. 
1.3.2 Thiamindiphosphat-abhängige Lyasen 
Die C-C-Knüpfungsreaktionen Thiamindiphosphat-abhängiger (ThDP) Enzyme (Breuer und 
Hauer 2003; Pohl et al. 2002; Schörken und Sprenger 1998; Sprenger und Pohl 1999) können 
in drei Hauptgruppen unterteilt werden: Aldol- und Acyloinreaktionen 
(Benzoinkondensationen) sowie die Addition von Blausäure an Carbonylverbindungen 
(García-Urdiales et al. 2004). Alle Carboligationen werden in der Natur hauptsächlich von der 
Enzymklasse der Lyasen durchgeführt. Allgemein bilden ThDP-abhängige Lyasen bevorzugt 
C-C-, C-O- oder C-N-Bindungen aus, ohne dabei ein Wassermolekül abzuspalten oder die 
Substrate zu oxidieren. Sie benötigen hierbei zwei Substrate für die Bildung nur eines 
Produktes. Lyasen sind auch in der Lage, andere Heteroatome wie C-S, C-Halogenide und 
P-O zu verknüpfen (Jordan 2003; Müller und Sprenger 2004). Aufgrund ihres breiten 
Substratspektrums ermöglichen sie den Zugang zu Substanzklassen wie den α-
Hydroxyketonen und dienen der Bereitstellung von wichtigen Edukten in der Wirkstoff- bzw. 
Naturstoffsynthese. Neben ThDP benötigen Lyasen als weiteren Cofaktor ein zweiwertiges 
Kation wie Mg2+, Mn2+ oder Ca2+. Den Reaktionen liegt ein gemeinsamer Mechanismus 
zugrunde (Hawkins et al. 1989; Jordan et al. 2005; Polovnikova et al. 2003). Ein vielfältiges 
Potenzial zur Synthese von α-Hydroxyketonen bieten vor allem die Benzaldehydlyase (BAL) 
(1.4), die Benzoylformiatdecarboxylase (BFD) (Demir et al. 1999; Iding et al. 2000) und die 
Pyruvatdecarboxylase (PDC) (Shin und Rogers 1995). 
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1.4 Benzaldehydlyase und ihre Verwendung 
Das Bakterium Pseudomonas fluorescens (Biovar I) konnte aus Holzresten einer 
Zellulosefabrik isoliert werden (González et al. 1986) und ist in der Lage, ligninähnliche 
Verbindungen wie Benzoin oder Anisoin durch die Spaltung der Acyloin-Bindung abzubauen 
und auf ihnen als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen (González und Vicuña 
1989; Hinrichsen et al. 1994). Das hierfür verantwortliche Enzym ist die Benzaldehydlyase 
(BAL, EC 4.1.2.38). Es wird vermutet, dass aromatische Verbindungen wie Benzoin durch 
ihre Spaltung zu Benzaldehyd in den für sie gemeinsamen β-Ketoadipatweg eingeschleust 
werden (Stanier und Ornston 1973). Während González und Vicuña (1989) die von der BAL 
katalysierte Spaltung von Benzoin und Anisoin zunächst als irreversibel beschrieben, gelang 
es Demir et al. (2001) eine C-C-Knüpfung im Sinne einer Umkehrung der C-C-Spaltung mit 
der BAL durchzuführen. Mit Benzaldehyd als alleinigem Substrat katalysiert die BAL die 
Benzoinkondensation, bei der ein Aldehydmolekül als Elektronendonor und eines als 
Elektronenakzeptor fungiert. Als Reaktionsprodukt entsteht das 2-Hydroxyketon Benzoin in 
der (R)-Konfiguration (Abb. 3). In wässrigen Systemen hat sich Dimethylsulfoxid (DMSO) 
als Lösungsvermittler mit einer Konzentration von bis zu 30 % (Stillger 2004) in der Synthese 
als vorteilhaft erwiesen. Für die BAL liegt die optimale Konzentration beim Einsatz von 
DMSO bei 20–30 % (Demir et al. 2001; Pohl et al. 2002). In diesem Konzentrationsbereich 
ist die Löslichkeit der verwendeten Aldehyde deutlich verbessert und darüber hinaus das 
Enzym stabilisiert. Bei mehr als 30 % ist jedoch eine Inaktivierung des Enzyms, besonders in 
Bezug auf die Lyaseaktivität, zu beobachten (Janzen 2002; Stillger 2004). 
BAL
2
Benzaldehyd-Derivate (R)-Benzoin-Derivate
H
O
R
O
OH
R
R
ThDP/Mg 2+
 
Abb. 3: Reaktionsgleichung einer Benzoinkondensation, katalysiert durch die ThDP-abhängige BAL 
Die BAL weist ein ausgesprochen breites Substratspektrum auf, wobei sie verschiedene 
aromatische und heterozyklische Aldehyde mit Substituenten in ortho-, meta- und para-
Stellung sowie mehrfach substituierte Aldehyde akzeptiert (Demir et al. 2001; Demir et al. 
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2002). Somit ist eine Vielzahl an Carboligationen mit der BAL möglich. Durch die 
Kombination zweier aromatischer Aldehyde bzw. die Verknüpfung eines solchen Aldehyds 
mit einem aliphatischen Aldehyd (z. B. Acetaldehyd) kann eine Vielzahl asymmetrisch 
substituierter (R)-Benzoine dargestellt werden (Demir et al. 2003; Dünkelmann et al. 2002). 
Anstelle der aromatischen Aldehyde können auch heterozyklische Aldehyde fungieren. Dabei 
dient der aliphatische Aldehyd als Akzeptor und kann auch längerkettig und ungesättigt 
vorliegen. 
Des Weiteren ist die BAL durch ihre Lyaseaktivität in der Lage, in einem Gemisch aus 
Benzoinracemat und Acetaldehyd, das (R)-Enantiomer zu (R)-2-Hydroxy-1-phenylpropanon 
umzusetzen, während das (S)-Enantiomer unverändert in der Lösung zurückbleibt. Beide 
Produkte dieser Reaktion weisen mit einem Enantiomerenüberschuss (ee) von mehr als 99 % 
ebenfalls hohe Enantioselektivitäten auf (Demir et al. 2002). Genauere Untersuchungen zur 
Strukturaufklärung, zum aktiven Zentrum und somit auch zur Substratspezifität und dem 
Reaktionsmechanismus wurden erst in jüngster Zeit durchgeführt (Chakraborty et al. 2008; 
Kneen et al. 2005; Mosbacher et al. 2005). Die einzigen bisher bekannten Immobilisierungen 
der Benzaldehydlyase sind die Verwendung eines Membranreaktors (Stillger 2004) und die 
reversible Bindung an einen Ni-NTA-Träger (Kurlemann und Liese 2004). 
1.5 Die Immobilisierung von Biokatalysatoren 
Enzyme werden dann als immobilisiert bezeichnet, wenn sie in ihrer Beweglichkeit durch 
chemische oder physikalische Methoden räumlich beschränkt werden (Hartmeier 1986). Im 
Gegensatz zu nativ eingesetzten Enzymen erhöht sich meist die Stabilität des Biokatalysators 
(Klibanov 1979), und er kann durch eine leichte Abtrennung wiederverwendet werden. Die 
Anforderungen an eine geeignete Immobilisierungsmatrix sind jedoch sehr hoch. So muss sie, 
neben einer hohen mechanischen und chemischen Stabilität, die für die Anwendung in einem 
Reaktor und in organischen Lösungsmitteln von Bedeutung ist, bezüglich des 
Immobilisierungsprozesses mit dem Enzym kompatibel sein. Die Immobilisate sollten nach 
Möglichkeit unter milden Bedingungen, d. h. moderaten Temperaturen und ohne Zusatz von 
enzymschädigenden Substanzen, wie z. B. Radikalstartern, hergestellt werden können. 
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Durch Einhüllungsverfahren, Mikroverkapselung und Membranreaktoren können 
Biokatalysatoren auf physikalische Weise in einem definierten Raum zurückgehalten werden. 
Bei der Matrixeinhüllung werden Enzyme entweder in natürliche, meist auf Polysacchariden 
(z. B. Alginat, Carrageenan) basierende, in halbsynthetische oder synthetische Polymere auf 
schonende Weise eingeschlossen. Die meisten verwendeten synthetischen Polymere bestehen 
aus Polyvinylalkohol (PVA) oder Polyacrylamid (PAA). Aber auch andere Acryl-Polymere, 
photovernetzbare Harze und Polyurethanpräpolymere finden häufig Anwendung. 
Vollsynthetische Polymere werden meist chemisch vernetzt, um die Stabilität in komplexen 
Reaktionsansätzen zu gewährleisten. Durch die Variation der chemischen Zusammensetzung 
dieser Polymere ist es möglich, unterschiedlich charakterisierte Polymere zu synthetisieren. 
Ein Nachteil dieser Technik ist das Auftreten einer möglichen Diffusionslimitierung. 
Allgemein ist erwünscht, dass Substrate, Produkte und sonstige Substanzen die Matrix ohne 
Probleme passieren können, die Enzyme jedoch zurückgehalten werden. Die gängigsten 
Härtungsprinzipien der Matrixeinhüllung sind: Kältegelierung, ionotrope Gelbildung, 
Lösungsmittelfällung, Polykondensation und Polymerisation. Die Membranabtrennung 
beinhaltet die Mikroverkapselung und die Verwendung von Membranreaktoren. Die 
Liposomentechnik ist eine dritte Form der Rückhaltung wässrig gelöster Enzyme durch eine 
umschließende Membran. Sie weist den Charakter einer Lipid-Doppelschicht auf und ist 
somit mit der Membran von lebenden Zellen vergleichbar. Zur Mikroverkapselung werden 
die Enzyme in gelöster Form und wässrigem Milieu von polymeren Membranen 
eingeschlossen. Im Reaktor werden die Enzyme durch die Verwendung von 
Ultrafiltrationsmembranen mit semipermeablem Charakter zurückgehalten, während 
Substrate und Produkte diese Membran ungehindert passieren können. Diese Art der 
Immobilisierung ermöglicht gleichzeitig eine Kofaktorregenerierung. Durch alle drei 
Anwendungen werden lösliche Biokatalysatoren auf einen definierten Reaktionsraum 
beschränkt. 
Eine für Enzyme bevorzugte Form der Immobilisierung ist die Einhüllung in Hydrogele. 
Hierbei handelt es sich um hydrophile, polymere Strukturen, die durch einfache Reaktionen 
von ein oder mehreren Monomeren entstehen bzw. durch die Verbindung z. B. von 
Wasserstoffbrückenbindungen und starken Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen 
einzelnen Ketten zusammengehalten werden. Hydrogele besitzen einen Wassergehalt von 
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ca. 96 % (D'Souza 1999). Dieser Wassergehalt bietet immoblisierten Enzymen eine ideale, 
nahezu natürliche Mikroumgebung von Enzymen. 
1.6 Problemstellung 
Die Benzaldehydlyase aus Pseudomonas fluorescens wird vielfach für die asymmetrische 
Synthese von α-Hydroxyketonen bzw. Benzoinen im wässrigen Einphasensystem unter dem 
Zusatz des Cosolvens DMSO eingesetzt. Dieses System ist für die Umsetzung hydrophober 
Substrate nur bedingt bzw. nicht geeignet. 
Zunächst sollte die Benzaldehydlyase durch Hochzelldichtefermentation rekombinant in 
E. coli hergestellt, gereinigt und in geeigneter Form gelagert werden. Für den geplanten 
Einsatz der Benzaldehydlyase in organischen Lösungsmitteln sollte eine Immobilisierung in 
eine Matrix vorgenommen werden. Aufgrund der erfolgreichen Immobilisierung einer 
Alkoholdehydrogenase in eine Polyvinylalkohol-Matrix in der eigenen Arbeitsgruppe sollte 
zunächst diese Matrix für die Benzaldehydlyase evaluiert und die physikochemischen 
Eigenschaften der Matrix genauer charakterisiert werden. Bei erfolgreicher Immobilisierung 
der Benzaldehydlyase sollten mit diesem gelstabilisierten, wässrig-organischen 
Zweiphasensystem die Produktivitäten für bereits im Einphasensystem bekannte Reaktionen 
verbessert werden. Vor allem aber sollten bisher unzugängliche, hydrophobe Substrate für die 
Benzaldehydlyase zugänglich gemacht und neuartige (R)-Benzoine im präparativen Maßstab 
hergestellt und gereinigt werden. Diese sollten in Bezug auf ihre Enantiomerenreinheit und 
Struktur untersucht werden. Gegebenenfalls sollte eine Optimierung des Systems 
vorgenommen werden. Der Einsatz der Immobilisate in einem kontinuierlichen 
Reaktionsprozess sollte ebenfalls in Betracht gezogen werden, um neben der u. a. 
vereinfachten Produktabtrennung einen weiteren Vorteil der Immobilisierung ausnutzen zu 
können. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Wenn nicht anders erwähnt, wurden Chemikalien von Merck (Darmstadt), Fluka (Buchs SG, 
CH), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich Chemie (München), Reaktionsgefäße und sonstige 
Verbrauchsmaterialien von den Firmen Eppendorf (Hamburg), Peqlab (Erlangen) und Greiner 
(Frickenhausen) bezogen. 
2.1.2 Medien und Puffer 
Zur Kultivierung rekombinanter E. coli-Stämme (2.1.4) wurde Luria-Bertani-Medium (LB, 
DSMZ 381) in einem pH-Bereich von 7,0–7,5 verwendet. Den Medien wurde entsprechend 
der vorhandenen Antibiotikaresistenz(en) 50 µg·mL-1 Neomycin bzw. 25 µg·mL-1 Kanamycin 
und/oder 100 µg·mL-1 Ampicillin beigefügt. Für Fermentationen im 1,7-L- bzw. 5-L-Maßstab 
(2.2.3) wurde das LB-Medium zusätzlich mit 1,5 % Glyzerin supplementiert. 
Die verwendeten Puffer und Lösungen sind in Tab. 1 aufgeführt. Die Sterilisation der Medien 
und gegebenenfalls der Lösungen und Puffer erfolgte bei 121 °C für 20 min bei 1 bar 
Überdruck. Lösungen mit thermolabilen Substanzen wurden gesondert über einen Sterilfilter 
mit 0,2 µm Porengröße sterilfiltriert und den sterilisierten Medien und Puffern hinzugegeben. 
Tab. 1: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen 
Puffer/Lösungen Komponenten  Konzentration Lösungsmittel pH-Wert 
TfBI RbCl 
MnCl2·4 H2O 
K-Acetat 
CaCl2·2 H2O 
Glyzerin (87 %) 
 100 mM 
 50 mM 
 30 mM 
 10 mM 
 15 % (v/v) 
deion. H2O 5,8 
TfBII RbCl 
MOPS 
CaCl2·2 H2O 
Glyzerin (87 %) 
 10 mM 
 10 mM 
 75 mM 
 15 % (v/v) 
deion. H2O 6,8 
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TBE Tris-Base 
Borsäure 
EDTA 
 90 mM 
 90 mM 
 2,5 mM 
deion. H2O 8,3 
Agarosegel Agarose 
Ethidiumbromid 
 0,8 % (w/v) 
 0,5 µg·mL-1 
TBE 8,3 
DNA-Gelelektro- 
phoresepuffer 
Ethidiumbromid 0,1–0,2 µg·mL-1 TBE 8,3 
PBS NaCl 
KCl 
Na2HPO4·12 H2O 
KH2PO4 
 137 mM 
 2,7 mM 
 8,1 mM 
 1,5 mM 
deion. H2O 7,5 
KPi* PO43- (KH2PO4/K2HPO4)  10–500 mM deion. H2O 6,0–8,0 
Lysepuffer NaCl 
Imidazol 
Lysozym 
 300 mM 
 10 mM 
 1 mg·mL-1 
KPi*, 50 mM 7,0–8,0 
Waschpuffer 
(FPLC) 
NaCl 
Imidazol 
 300 mM 
 10 mM 
KPi**, 50 mM 7,6 
Elutionspuffer 
(FPLC) 
NaCl 
Imidazol 
 300 mM 
 250 mM 
KPi**, 50 mM 8,0 
Dialysepuffer KPi**  10–50 mM deion. H2O 7,5 
12%iges Laufgel 
(10 mL) 
bidest. H2O 
30 % Bisacrylamid (Serva) 
1,5 M Tris (pH 8,8) 
10 % SDS 
10 % APS 
TEMED 
 3,3 mL 
 4,0 mL 
 2,5 mL 
 0,1 mL 
 0,1 mL 
 4  µL 
bidest. H2O 8,8 
5%iges Sammelgel 
(4 mL) 
bidest. H2O 
30 % Bisacrylamid (Serva) 
1 M Tris (pH 6,8) 
10 % SDS 
10 % APS 
TEMED 
 2,70 mL 
 0,67 mL 
 0,50 mL 
 0,04 mL 
 0,04 mL 
 4  µL 
bidest. H2O 6,8 
Protein-Gelelektro- 
phoresepuffer 
Tris 
Glycin 
SDS 
 25 mM 
 192 mM 
 0,1 % (w/v) 
bidest. H2O 8,3 
Coomassie-Lösung Coomassie brilliant blue G-250 
Methanol 
Essigsäure 
 0,25 % (w/v) 
 50 % (v/v) 
 10 % (v/v) 
bidest. H2O - 
Entfärbelösung Methanol 
Essigsäure 
 5 % (v/v) 
 7,5 % (v/v) 
bidest. H2O 8,3 
Testpuffer BAL PEG-400  15 % (w/v) 50 mM Tris* 8,0 
* 2,5 mM MgSO4 und 0,1 mM ThDP. 
** 0,25 mM MgSO4 und 0,1 mM ThDP. 
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2.1.3 Laborgeräte und Zubehör 
Die verwendeten Geräte und ihr Zubehör sind in Tab. 2 zusammen mit ihren Herstellerfirmen 
aufgelistet. Geräte, die für diese bzw. frühere Arbeiten angefertigt wurden, sind mit 
entsprechendem Aufbau und genauer Meßmethode im dazugehörigen Methodenteil 
beschrieben. 
Tab. 2: Verwendete Geräte mit Herstellerangaben 
Gerät Firma Sitz 
Fermenter 
Biostat MD (1,7 L) 
Biostat B (5 L) 
 
Braun Biotech International GmbH 
Braun Biotech International GmbH 
 
Melsungen 
Melsungen 
Spektrofotometer 
- DU 7400 
- S250 
- Lambda 11 
 
Beckman 
Secomam 
Perkin Elmer 
 
München 
Alès (F) 
Überlingen 
Zentrifugen 
- 1) RC 5B 
- 2) GS-15R 
- 3) Rotina 35R 
- 4) Labofuge 200 
- 5) EBA 12 
Rotoren 
- 1) SS-34 und SLA-3000 
- 2) S4180 und F2402 
- 3) EBA 16 
- 4) 3760 
- 5) 1112 
 
Sorvall 
Beckman 
Hettich 
Heraeus Sepatech GmbH 
Hettich Zentrifugen 
 
Sorvall 
Beckman Coulter 
Hettich Zentrifugen 
Heraeus Sepatech GmbH 
Hettich Zentrifugen 
 
Langenselbold 
München 
Tuttlingen 
Osterode/Harz 
Tuttlingen 
 
Langenselbold 
Krefeld 
Tuttlingen 
Osterode/Harz, 
Tuttlingen 
Ultraschallapparaturen 
- Sonorex RK 100  
- Sonorex RK 52H 
- UW 200 
Sonotrode 
Sonoplus HD 200 
 
Bandelin 
Bandelin 
 
 
Bandelin electronic 
 
Berlin 
Berlin 
 
 
Berlin 
Lyophille 
Vakuumdestillationsapparatur 
 
Schrader 
 
Ennigerloh 
Destillationsapparatur 
Microdestilliationsapparatur 
 
Glasbläserei ITC, RWTH Aachen 
University 
 
Aachen 
FPLC 
FPLC-System 
Säulen 
- Ni-NTA Superflow 
- HiPrepTM 26/10 Desalting 
 
Pharmacia 
 
Qiagen 
Amersham Biosciences 
 
Uppsala (S) 
 
Hilden 
Freiburg 
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HPLC 
System Gold 
Säulen 
- Chiralpak AD-H 
- Nucleosil 100 5C18 
 
Beckman Coulter 
 
Daicel 
CS-Chromatographie Service GmbH 
 
Krefeld 
 
Illkirch (F) 
Langerwehe 
Gaschromatograph 
Star 3400 CX 
Säule 
FS-Supreme 5 
 
Varian 
 
CS-Chromatographie Service GmbH 
 
Darmstadt 
 
Langerwehe 
Elektrophorese-Apparaturen 
- Miniprotean II 
- Blue Power 3000 
 
BioRad Laboratories GmbH 
Serva 
 
München 
Heidelberg 
Geldukumentation 
BioRad Gel Doc 2000 
 
BioRad Laboratories GmbH 
 
München 
pH-Meter 
761 Calimatic 
Elektrode 
BlueLine 
 
Knick 
 
Schott Duran 
 
Dülmen 
 
Mainz 
Schüttelinkubatoren 
- Horizontal Controlled Environment 
Incubator Shaker 
- Infors Multitron 2 
- 3031 
 
New Brunswick Scientific  
 
Infors HT 
GFL 
 
Nürtingen 
 
Bottmingen (CH) 
Burgwedel 
Heizblock 
Thermomixer 5436 
 
Eppendorf 
 
Hamburg 
Wärmeschränke 
T 6120 
MB6 
 
Heraeus Instruments 
WTB Binder Labortechnik GmbH 
 
Hanau 
Tuttlingen 
Wasserbad 
B3 
 
Thermo Haake  
 
Karlsruhe 
Magnetrührer 
RCT basic 
Temperaturkontrolleinheit 
ETS-D 4 fuzzy 
 
IKA Labortechnik 
 
IKA Labortechnik 
 
Staufen 
 
Staufen 
Analyse-/Präzisionswaagen 
Sartorius Basic 
 
Sartorius 
 
Göttingen 
Vortex 
VF2 
 
IKA Labortechnik 
 
Staufen 
UV-Lampe 
UV Lamp, 254 nm 
 
Welabo Laborbedarf GmbH 
 
Düsseldorf 
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2.1.4 Bakterienstämme, Plasmide und Enzyme 
Escherichia coli DH5α (Hanahan 1983) diente zur Amplifikation von Plasmid-DNA. Dieser 
K12 Stamm zeichnet sich durch den folgenden Genotyp aus: 
• F-, (Φ80d, lacZ∆M15), ∆(lacZYA-argF)U169, endA1, recA1, hsdR17(rk-mk+), deoR, 
thi-1, supE44, gyrA96, relA1 λ-. 
Als Expressionsstamm wurde Escherichia coli SG13009[pRep4] (Qiagen, Hilden) 
(Gottesman et al. 1981), abgeleitet von E. coli K12, mit folgendem Genotyp verwendet: 
• NalS, StrS, RifS, Thi-, Lac-, Ara+, Gal+, Mtl-, F-, RecA+, Uvr+, Lon+. 
Das in E. coli SG13009[pRep4] enthaltene low-copy Plasmid pRep4 besitzt eine Größe von 
3740 bp. Es trägt zwei Gene, welche für die Antibiotikaresistenzen Kanamycin und 
Neomycin codieren. Das lac-Repressorprotein, welches durch lac I kodiert ist, wird 
konstitutiv exprimiert (Farabaugh 1978) und sorgt für die Unterdrückung einer 
Basalexpression. 
In dieser Arbeit wurde das Plasmid pBALhis verwendet (Abb. 4). Es basiert auf dem 
Expressionsvektor pKK-233-2 (Pharmacia, S-Uppsala). 
pBALhis
1000
2000
3000
4000
500 0
6000
Nco I
Nco I
Bgl II
Hin dIII
BAL
His6-tag
ampR
 
Abb. 4: Vektorkarte pBALhis 
Das pBALhis-Plasmid (6,3 kb) basiert auf dem Expressionsvektor pKK-233-2 (Pharmacia). 
Das in den pKK-233-2 Vektor integrierte β-Lactamase-Gen verleiht seinem Wirtsstamm eine 
Resistenz gegen das Antibiotikum Ampicillin und ermöglicht somit die Selektion. Die 
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Sequenz des Zielgens codiert für das Enzym Benzaldehydlyase (BAL, EC 4.1.2.38, 
Pseudomonas fluorescens Biovar I) und unterliegt der Kontrolle des starken tac-Promotors, 
einem Hybrid aus trp- und lacUV-Promotor (De Boer et al. 1983). Die Expression wird mit 1-
Isopropyl-β-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) induziert, indem dieses an den lac-I-Repressor 
bindet und somit die reprimierende Wirkung des lac-Repressors am Operator aufhebt. Die 
RNA-Polymerase kann nun an den Promotor binden und somit die Transkription des Zielgens 
einleiten. Die C-terminale, an das Zielgen angehängte Gensequenz für Hexahistidin (His6) 
ermöglicht bei der Proteinreinigung einen einstufigen Reinigungsprozess über eine 
Immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC) (2.4.1). Das Plasmid pBFDhis (Iding 
et al. 1998; Iding et al. 2000; Tsou et al. 1990) diente zur Konstruktion des pBALhis 
Plasmids (Demir et al. 2001; Janzen und Pohl 2000). Hierbei wurde das BAL-Gen (bzl) aus 
dem Plasmid pUC18/bzl (Hinrichsen et al. 1994) in den zuvor NcoI und BglII geschnittenen 
pBFDhis Vektor kloniert. Das pBALhis Plasmid wurde uns freundlicherweise von Dr. Elena 
Janzen (Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf) zur Verfügung gestellt. 
2.2 Mikrobiologische Methoden 
2.2.1 Kultivierung und Stammhaltung 
Kultivierungen im Schüttelkolbenmaßstab wurden stets unter Verwendung von 
Erlenmeyerkolben mit Schikanen und einer Füllhöhe von maximal 20 % des 
Gesamtvolumens durchgeführt. Kultivierungen im 1,7-L- und 5-L-Rührkesselreaktor sind in 
Abschnitt 2.2.3 genau beschrieben. Der Originalstamm E. coli SG13009[pRep4] (Qiagen, 
Hilden) wurde auf einer LBkan-Agarplatte durch Quadrantenausstrich vereinzelt und 
anschließend durch das Animpfen mit einer einzigen Kolonie in einem frisch hergestellten 
LBkan-Medium über Nacht bei 37 °C inkubiert. Diese Kultur wurde in 2-mL-Kryogefäße 
aliquotiert. Durch Zugabe von 50 % Glyzerin konnten sie anschließend bis zu ihrer weiteren 
Verwendung bei -70 °C gelagert werden und dienten gleichzeitig zur Stammhaltung. 
2.2.2 Bestimmung des Zellwachstums 
Die Messung der optischen Dichte dient zur Beobachtung des Zellwachstums anhand einer 
spektrofotometrischen Trübungsmessung, welche bei einer Wellenlänge λ von 600 nm 
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durchgeführt wurde. In geeigneten Zeitabständen wurden unter sterilen Bedingungen Proben 
aus der Kulturbrühe entnommen. Proben, die einen Wert über 0,5 aufwiesen, wurden 
entsprechend verdünnt. Zum Verdünnen, sowie als Blindprobe, wurde LB-Medium 
verwendet. Des Weiteren wurde das Zellwachstum durch Feucht- und 
Trockengewichtsbestimmung überwacht. Hierzu wurden Zellen aus 1 mL Kulturbrühe durch 
Zentrifugation in tarierten 1,5-mL-Gefäßen sedimentiert (4000·g/5 min/RT), der Überstand 
verworfen, das Feuchtgewicht bestimmt und nach Trocknung bei 80 °C über Nacht das 
Trockengewicht mit einer Feinwaage gemessen. 
2.2.3 Rekombinante Expression der BAL im 1,7-L- und 5-L-Fermentationsmaßstab 
Aufbau des Reaktors 
E. coli wurde in Rührfermentern der Firma Braun Biotech International GmbH (Melsungen) 
mit einem Arbeitsvolumen von 1,7 L (Biostat MD) bzw. 5 L (Biostat B) kultiviert. Die 
Durchmischung erfolgte durch drei sechsblättrige Scheibenblattrührer. Der verwendete Motor 
lies Drehzahlen bis 1200 U·min-1 zu. Die Messwertumwandlung und –anzeige, sowie die 
Kontrolle von Temperatur, Gelöstsauerstoffgehalt (pO2), Rührerdrehzahl, pH-Wert, Base- und 
Substratzugabe wurden von der DCU-Steuereinheit erfasst und reguliert. Die Messwerte 
wurden durch die MFCS-Software umgewandelt und aufgezeichnet. 
Fermentationsstrategie 
Die Fermentation des rekombinanten E. coli-Stammes wurde zunächst im ansatzweisen 
Verfahren (Batch) auf Glyzerin-supplementiertem (1 %) LBkan/amp-Medium bei 37 °C 
durchgeführt. Die Begasung erfolgte mit Luftsauerstoff mit 1 vvm. Der Sollwert der 
Sauerstoffsättigung im Medium wurde auf 30 % festgelegt. Über diesen Parameter wurde die 
Rührerdrehzahl zwischen 300 und 1200 U·min-1 geregelt und bei Unterschreitung des 
Sollwertes entsprechend erhöht. Als Stellmittel diente eine 12%ige NH4OH-Lösung. In der 
Batch-Phase können die Bakterien ihre maximale spezifische Wachstumsrate (µmax) erreichen, 
da sie bei optimaler Einstellung weder durch die C-Quelle noch den pO2 limitiert sind. 
Nach Verbrauch der C-Quelle wurde die Fermentation im Zulaufverfahren (Fed-Batch) 
fortgeführt. In dieser Phase wurde kontinuierlich eine 50%ige (w/v) Glyzerinlösung 
2 Material und Methoden  19 
zugefüttert. Um die Bildung unerwünschter Nebenprodukte zu vermeiden, die bei µmax 
auftreten kann, wurde die Fütterungsrate so gewählt, dass die Wachstumsrate von E. coli stets 
unterhalb der maximal möglichen lag. Der pO2 wurde weiterhin über die Rührerdrehzahl auf 
30 % reguliert. 
Die Fed-Batch-Phase diente zur Erhöhung der Zellzahl und die daran gekoppelte 
Proteinausbeute. Nach Erreichen einer geeigneten Zelldichte wurde die Temperatur auf 28 °C 
gesenkt und die Expression der rekombinanten Enzyme durch Induktion mit 0,8 mM IPTG 
eingeleitet. Die Glyzerinzugabe während der Expressionsphase wurde mit minimaler 
Zufuhrrate fortgesetzt. Hierdurch sollte die Proteinproduktion sowie die korrekte Faltung der 
Proteine begünstigt und die Zellen am Leben erhalten werden. 
Nach Beendigung der Fermentation wurde das gesamte Pellet durch Zentrifugation in 500-
mL-Zentrifugenbechern (4000·g/10 min/4 °C) geerntet und im dreifachen Volumen seines 
Gewichtes mit PBS-Puffer pH 7,5 gewaschen. Die Zellsuspension wurde auf tarierte 50-mL-
Reaktionsgefäßen aufgeteilt und erneut zentrifugiert (4000·g/30 min/4 °C). Das Gewicht der 
so gewonnenen Pellets wurde bestimmt und diese bis zum Zellaufschluss bei –20 °C gelagert. 
2.2.4 Zellaufschluss mit Ultraschall 
Für den Zellaufschluss wurden die aus den Fermentationen erhaltenen und bei -20 °C 
eingefrorenen Zellpellets für 15 min auf Eis aufgetaut. Pro g Zellen wurden 2 mL Lysepuffer 
(2.1.2) zum Resuspendieren des Pellets hinzugegeben und die Suspension für 30 min auf Eis 
inkubiert. Das Lysat wurde in 50-mL-Zentrifugenröhrchen überführt und mit 1 % Triton 
X-100 (MP Biomedicals, Heidelberg) sowie 5 µg·mL-1 DNAse versetzt. Nach einer 
Inkubationszeit von 10 min bei RT auf dem Überkopfschüttler wurde die Zellsuspension mit 
einer Sonotrode (Ultraschall-Mikrospitze) bei 200–300 W aufgeschlossen. Ein Zyklus, 
bestehend aus Ultraschall und Kühlphase auf Eis zu je 10 s, wurde bis zu zwölfmal 
wiederholt. Zuletzt wurde das Lysat zur Abtrennung der entstandenen Zelltrümmer 
zentrifugiert (10000·g/30 min/4 °C). Der Überstand wurde zur weiteren Reinigung der 
Zielproteine (2.4.1) eingesetzt. 
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2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.3.1 Herstellung RbCl-kompetenter E. coli-Zellen 
Für die Herstellung RbCl-kompetenter Zellen (Hanahan 1983) diente eine einzelne Kolonie 
des gewünschten E. coli-Stammes. Ein mit 200 mL LB-Medium befüllter Fernbachkolben 
wurde 1:100 mit einer Übernachtkultur inokuliert und bei 37 °C mit 225 U·min-1 bis zu einer 
OD600 von 0,5 inkubiert (ca. 3 h). Die geerntete Kultur wurde 10 min auf Eis abgekühlt, 
zentrifugiert (3500·g/5 min/4 °C), das Pellet vorsichtig in 30 mL eiskaltem TfBI (2.1.2) 
aufgenommen und erneut für 10 min bei 4 °C gelagert. Nach einem weiteren 
Zentrifugationsschritt und vorsichtigem Resuspendieren des Zellpellets mit 4 mL eiskaltem 
TfBII (2.1.2) wurde die Zellsuspension unmittelbar in 200-µL-Aliquots auf 1,5-mL-Gefäße 
verteilt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zu ihrer Verwendung bei -70 °C 
gelagert. 
2.3.2 Hitzeschock-Transformation von Plasmid-DNA in E. coli 
Für die Transformation wurden Plasmide durch Hitzeschock in RbCl-kompetente 
E. coli SG13009[pRep4]- bzw. DH5α-Zellen eingebracht. Für den Transformationsansatz 
wurden 100 µL RbCl-kompetente E. coli-Zellen (2.3.1) schonend auf Eis aufgetaut. Nach 
Zugabe von ca. 1 ng Plasmid-DNA-Lösung wurde der Ansatz 10 min auf Eis gekühlt. Die 
Hitzeschock-Transformation erfolgte für 2-4 min bei 42 °C im Thermoblock. Nach einer 
einminütigen Abkühlzeit auf Eis wurden 900 µL LB-Medium zur Regeneration der Zellen 
zugegeben und diese 20–40 min bei 37 °C inkubiert. Die Selektion positiver Transformanten 
aus diesen Ansätzen erfolgte auf antibiotikahaltigem LB-Medium. Hierzu wurden 20–50 µL 
Kulturlösung ausgestrichen und bei 37 °C über Nacht inkubiert. Von einer einzelnen Kolonie 
wurden in der Regel Kryokulturen (2.2.1) angelegt und diese bei -20 °C bzw. längerfristig bei 
–70 °C gelagert. 
2.3.3 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli 
Für die Vervielfältigung von Plasmid-DNA wurde der Vektor in E. coli DH5α transformiert 
(2.3.2). Eine positive Transformante diente zur Inokulation eines 5-mL-LBamp-
Flüssigmediums. Nach Inkubation bei 37 °C über Nacht wurden die Zellen zentrifugiert 
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(4000·g/10 min/RT). Zur Isolation der Plasmide aus diesen E. coli-Pellets wurde entweder das 
E.Z.N.A.® Bacterial DNA Kit der Firma Peqlab (Erlangen) oder das GelElute Plasmid 
Miniprep Kit von Sigma-Aldrich Chemie (München) verwendet und bei der Durchführung 
jeweils nach den Angaben des Herstellers verfahren. Die Plasmid-DNA-Eluate wurden bei 
-20 °C gelagert. 
2.3.4 DNA-Agarosegelelektrophorese 
Die effektive Auftrennung von DNA-Fragmenten in der Größenordnung 0,5 bis 25 kb 
erfolgte in einem Agarosegel durch Elektrophorese. Durch interkalierendes Ethidiumbromid 
(Roth, Karlsruhe) können getrennte DNA-Moleküle durch UV-Licht (302 nm) sichtbar 
gemacht werden. Für die Elektrophorese wurde Plasmid-DNA auf ein 0,8%iges Agarosegel 
(2.1.2) aufgetragen. Als Größenmarker wurde der O´GeneRuler 1 kb DNA Ladder der Firma 
Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet. Die Aufzeichnung und Auswertung der visualisierten 
DNA erfolgte mit dem in 2.1.3 aufgeführten Dokumentationssystem. Die Herstellung der 
Gele (2.1.2) sowie die Durchführung der Elektrophorese wurden nach der Standardmethode 
nach Sambrook und Russell (2001) praktiziert. 
2.4 Proteinchemische Methoden 
2.4.1 Reinigung von Proteinen mit einem Hexahistidinrest 
Mit einem Hexahistidinrest (His6-tag) versehene Proteine wurden mit Fast Protein Liquid 
Chromatographie (FPLC) (Pharmacia, S-Uppsala) aus Rohextrakten gereinigt. Das FPLC-
System war mit dem Liquid Chromatography Controller LCC-501 Plus, zwei High Precision 
Pumpen P-500 und dem automatisierten Fraktionssammler FRAC-200 ausgestattet. Als 
Methode wurde die für His6-tag-Proteine übliche Immobilized metal ion affinity 
chromatography (IMAC) (Porath et al. 1975) über eine Ni-NTA Superflow Matrix (5–
10 mg·mL-1) der Firma Qiagen (Hilden) angewendet. Ni2+-Ionen werden hierbei sehr stabil 
von dem vierzähnigen Liganden NTA („nitrilotriacetic acid“) komplexiert (Hochuli et al. 
1987). Die verbleibenden beiden Bindestellen des Ni2+-Ions dienen der spezifischen Bindung 
der His6-tags der Proteine (Abb. 6). Diese Methode macht mehrfache und aufwendige 
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Reinigungsschritte überflüssig und in den meisten Fällen weisen die Proteinpräparate eine 
über 95%ige Reinheit auf (Janknecht et al. 1991). 
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Abb. 5: Strukturanaloga 
 
Abb. 6: Interaktion zwischen benachbarten His6-tags eines 
Proteins (links) mit der Ni-NTA Superflow Matrix 
(rechts) 
Die Reinigung fand unter nativen Bedingungen statt (Tab. 3). Die NaCl-Konzentration der 
verwendeten KPi-Puffer betrug 300 mM, die Imidazolkonzentration des Lade- und 
Waschpuffers 10 mM und des Elutionspuffers 250 mM (2.1.2). Neben einer hohen NaCl-
Konzentration reichen aufgrund der Strukturanalogie von Imidazol zu Histidin (Abb. 5) 
bereits geringe Imidazolkonzentrationen beim Beladen (10–20 mM) und Waschen (10–
50 mM) aus, um Interaktionen unspezifisch bindender Proteine mit der Ni-NTA-Matrix zu 
verhindert. 
Tab. 3: FPLC-Reinigungsschema für His6-tag-Proteine mit der IMAC 
Reinigungsschritt Volumen [mL] 
Elutions-
puffer 
[%] 
Imidazol-
konzentration 
[mM] 
Flussrate 
[mL·min-1] 
Aufbringen der Probe auf die Säule 0–20 0 10 0,8 
Waschen der Säule 20–120 4 20 2 
Elution spez. gebundener Enzyme 120–180 100 250 2 
 
Der gesamte Prozess wurde bei 4 °C durchgeführt, die UV-Absorption bei 280 nm detektiert 
und ihr Verlauf mit dem Programm FPLC Director/Assistant (Pharmacia, Uppsala) 
aufgezeichnet. Die Eluatfraktionen mit dem gewünschten Protein wurden vereinigt und für 
die weitere Präparation (2.4.2) verwendet. 
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2.4.2 Dialyse und Gefriertrocknung 
Zur Entfernung von Salzen aus den vereinigten Eluatfraktionen wurde eine Dialyse 
durchgeführt. Die verwendeten Dialyseschläuche (NeoLab, Heidelberg) besaßen einen 
Durchmesser von 28,6 mm und eine Ausschlussgröße von 12–14 kDa (35/32). Die Dialyse 
wurde mit einem niedrig konzentrierten KPi-Puffer (2.1.2) (100faches Volumen) unter Rühren 
und mehrmaligem Austausch des Puffers bei 4 °C durchgeführt. Anschließend wurde das 
Dialysat in einen Rundkolben überführt, in einem auf –25 °C gekülten Ethanolbad 
eingefroren und anschließend unter Vakuum gefriergetrocknet. Die flockigen, weißen 
Lyophilisate wurden in ein Aufbewahrungsgefäß überführt und so über mehrere Monate stabil 
bei -20 °C gelagert. 
2.4.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
Die eindimensionale Gelelektrophorese in einem Polyacrylamidgel unter denaturierenden 
Bedingungen mit Sodiumdodecylsulfat (SDS-PAGE) wurde nach der Methode von Laemmli 
(1970) durchgeführt. Die verwendeten Trenngele (pH 8,8) hatten eine 
Totalmonomerkonzentration von 12 %, die Sammelgele (pH 6,8) von 5 % (Tab. 1). 
Proteinhaltige Proben wurden mit dem SDS-Probenpuffer Roti®-Load 4x Konz. (Roth, 
Karlsruhe) versetzt, für 5 min bei 95 °C im Wasserbad denaturiert, kurze Zeit auf Eis gestellt 
und anschließend zentrifugiert (15000·g/5 min/RT). Als Größenmarker diente der Precision 
Plus Protein Standards All Blue (10–250 kDa) (Bio-Rad, München). Die elektrophoretische 
Trennung erfolgte für 45 min bei RT und 200 V (konst.). 
Coomassie Färbung 
Durch Coomassie können Proteinbanden in einem Gel unspezifisch fixiert und angefärbt 
werden (Blakesley und Boezi 1977; Wilson 1983). Der Nachweis der Proteinbanden wurde 
durch einstündiges Einfärben des Gels mit Coomassie-Lösung und anschließende Lagerung in 
der Entfärbelösung (2.1.2) über Nacht durchgeführt. Zur Dokumentation wurden die 
Proteingele zwischen zwei DryEaseTM Mini-Cellophane Folien (NovexTM, USA-San Diego) 
getrocknet und konserviert. 
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2.4.4 Proteinbestimmung 
Mit Hilfe des Bradford Reagenz (Bio-Rad, München) wurde der Gesamt-Proteingehalt einer 
Probe spektrofotometrisch bei einer Wellenlänge von 595 nm bestimmt (Bradford 1976; 
Lowry et al. 1951). Das Messprinzip beruht auf einer Absorptionsverschiebung des 
enthaltenen Coomassie Brilliant Blau G-250 Reagenz von 465 nach 595 nm, welche durch die 
Bindung an Proteine hervorgerufen wird. Rinderserum Albumin (BSA) diente als 
Proteinstandard. Die Proben mussten gegebenenfalls so verdünnt werden, dass die 
Proteinkonzentrationen im linearen Messbereich von BSA (0–20 µg·mL-1) lagen. Für die 
Proteinbestimmung wurde der Microassay in der Küvette angewendet und hierbei nach den 
Angaben des Herstellers verfahren (Bio-Rad Protein Assay, München). 
2.4.5 Bestimmung der volumetrischen und spezifischen Enzymaktivität 
Die Gleichung für die Bestimmung der volumetrische Aktivität eines Enzyms zeigt 
Formel (1): 
volumetrische Aktivität f
dv
VEU ⋅⋅⋅⋅
∆= εminmL  
 (1) 
Die Einheit der volumetrischen Aktivität ist U·mL-1. Sie wird berechnet aus der 
Extinktionsabnahme (∆E) pro Minute, multipliziert mit dem Quotienten aus 
Gesamtvolumen (V) pro Probenvolumen (v), Schichtdicke der Küvette (d) und molarem 
Extinktionskoeffizienten (ε) der gemessenen Verbindung bei 340 nm. Gegebenenfalls muss 
die Gleichung mit dem Verdünnungsfaktor (f) multipliziert werden. 
Die spezifische Aktivität einer enzymhaltigen Probe berechnet sich aus dem Quotienten der 
volumetrischen Aktivität und der Gesamtproteinkonzentration (Bestimmung nach Bradfod, 
siehe 2.4.4). Die Einheit der spezifischen Aktivität ist µmol·mg-1·min-1. 
2.4.6 Gekoppelter Aktivitätstest für die BAL 
Zur Bestimmung der volumetrischen Aktivität der BAL und somit für die Definition der 
Units (U) wurde die Lyaseaktivität herangezogen. Hierzu wurde die NADH-Abnahme 
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(ε340 nm=6,3 L·mmol-1·cm-1) spektrofotometrisch bei einer Wellenlänge von 340 nm und 30 °C 
gemessen. 
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Abb. 7: Reaktionsgleichung des gekoppelten Enzymtests für die BAL 
Bei dem gekoppelten Enzymtest spaltet die BAL je ein Benzoinmolekül in zwei Moleküle 
Benzaldehyd. Diese werden unter der Oxidation von NADH in einer Folgereaktion durch 
Pferdeleber-Alkoholdehydrogenase (HL-ADH) äquimolar zu Benzylalkohol reduziert (Abb. 
7). HL-ADH wird im Überschuss zugesetzt, um eine quantitative Reduktion zu gewährleisten. 
Durch die vorliegende Stöchiometrie muss Gleichung (1) halbiert werden und es resultiert die 
folgende vereinfachte Formel (2): 
 fEfEU ⋅⋅∆=⋅⋅⋅⋅⋅⋅⋅
∆= −− µmol5873,1min2
1
cmµmolmL3,6cm1mL05,0
mL1
minmL 11
 
 (2) 
U Unit [µmol·min-1] 
∆E Differenz der Extinktion vom Anfang bis zum Ende 
f Verdünnungsfaktor 
Alle Lösungen für den Aktivitätstest wurden mit Testpuffer hergestellt und zuvor im 
Wasserbad auf 30 °C temperiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe der Enzymlösung 
gestartet und diese, wenn notwendig, mit Testpuffer verdünnt. Die Messwerte wurden in 10-s-
Abständen über einen Zeitraum von 2 min aufgezeichnet. Als Blindwert diente ein Testansatz 
ohne Enzym- und NADH-Lösung. Das Volumen wurde entsprechend mit Testpuffer 
aufgefüllt. 
 Testzusammensetzung 850 µL Benzoinlösung (1,5 mM Endkonz.) 
 50 µL HL-ADH (5 U·mL-1) 
 50 µL NADH-Lösung (7 mM) 
 50 µL Enzymprobe 
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 Testpuffer 15 % PEG-400 (in 50 mM Tris pH 8,0) 
 2,5 mM MgCl2 
 0,1 mM ThDP 
2.5 Reaktionsansätze mit immobilisierter BAL im Zweiphasensystem 
Für die Ermittlung der Carboligaseaktivität mit BAL-Immobilisaten wurden stets frisch 
hergestellte Immobilisate verwendet (2.6.1). Diese wurden mit dem entsprechenden 
Lösungsmittel gewaschen, um überschüssiges Silikonöl zu entfernen. Die 
Reaktionstemperatur unter Standardbedingungen betrug 30 °C und die Substratkonzentration 
in der organischen Phase 50 mM. Für Ansätze im analytischen 5-mL-Maßstab wurden 
Glasflaschen (G 8 klar) mit lösungsmittelresistenten Dichtscheiben (BK/PTFE G 15) und 
Schraubkappen (G 15-L) der CS-Chromatographie Service GmbH (Langerwehe) verwendet. 
Die Reaktionen wurden unter Sauerstoffausschluss (Argonatmosphäre) durchgeführt. Der 
Standardansatz für das gelstabilisierte Zweiphasensystem setzte sich aus 1 g Immobilisat und 
4 mL Substratlösung zusammen. Für Synthesen im präparativen 50-mL-Maßstab wurden 
verschließbare 100-mL-Erlenmeyerkolben (Schott AG, Mainz) mit Dichtscheiben des zuvor 
genannten Materials verwendet. Die Probenahme erfolgte über eine Spritzenkanüle durch die 
Dichtscheibe. Das Probenvolumen betrug 50–100 µL. Die Proben wurden in der Regel 1:40 
verdünnt und für die HPLC-Analytik (2.7.2) eingesetzt. 
2.6 Immobilisierungsmethoden 
2.6.1 Einhüllung der BAL in Polyvinylalkohol 
Die Einhüllung von Enzymen in die synthetische Polyvinylalkohol-Matrix (PVA-Matrix) 
erfolgte in Anlehnung an eine Methode von Prüße et al. (1997). Hierzu wurden 10 % (w/v) 
PVA Mowiol 10-98 (Verseifungsgrad 98 %) und 10 % (w/v) PEG-1000 in bidestilliertem 
Wasser bei 90 °C in einem abgedeckten Gefäß gelöst. Nach dem Abkühlen der Lösung auf 
Raumtemperatur wurde eine vollständige Verseifung der Restacetatgruppen durch eine 
halbstündige alkalische Hydrolyse mit NaOH (30 mg pro g PVA) herbeigeführt. Der 
gewünschte pH-Wert wurde mit konzentrierter bzw. verdünnter Salzsäure (HCl) eingestellt. 
Neun Teile dieser Lösung und ein Teil KPi-Puffer, welcher die gelösten Cofaktoren (Mg2+ 
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und ThDP) und die BAL enthielt, wurden vermischt, so dass sich folgende 
Endkonzentrationen ergaben: 9 % (w/v) PVA/PEG, 50 mM KPi, 2,5 mM Mg2+ und 0,1 mM. 
In der Regel wurden für die anschließende Kryogelierung 400 mL Wacker® Silikonöl AK10 
(Darwin, Ottobrunn) in einem Becherglas bei -70 °C vorgekühlt. Das Becherglas wurde in 
einen Styroporbehälter platziert, um ein Erwärmen des Silikonöls hinauszuzögern. Mit Hilfe 
einer Multipette® plus (Eppendorf, Hamburg) wurden definierte Volumina in das eiskalte 
Silikonöl (<-25 °C) eingetropft, um so kugelförmige PVA-Immobilisate zu erhalten. 
Abschließend wurden die Kugeln langsam aufgetaut und unmittelbar eingesetzt (2.5). 
 
 
PVA-Lösung 
Becherglas mit Silikonöl (≤ -25 °C)
 Abb. 8: Herstellungstechnik kryogelierter PVA-Kugeln 
Enzymlose PVA-Kugeln wurden wie zuvor beschrieben, aber ohne die Zugabe von Enzymen 
und Cofaktoren, hergestellt. 
2.6.2 Herstellung von Alginatkugeln 
Der Herstellung von Alginathydrogelen liegt eine ionotrope Gelbildung zugrunde (Klein und 
Vorlop 1985; Smidsrød und Skjåk-Bræk 1990), bei der Na-Alginat in Gegenwart von 
zweiwertige Kationen wie Ca2+ oder Ba2+ aufgrund von Ionenaustausch ein 
Polysaccharidnetzwerk ausbildet (Grant et al. 1973). Für die Herstellung von Alginatkugeln 
wurde Na-Alginat Manugel® DJX von Monsanto (Hamburg) verwendet und eine 2%ige Na-
Alginatlösung in eine 2%ige CaCl2-Lösung eingetropft (Hartmeier 1986). Die entstandenen 
Kugeln wurden im Folgenden für eine Stunde unter ständigem Rühren gehärtet. Die 
verschiedenen Kugelgrößen wurden über das Eintropfvolumen mit Hilfe einer Multipette® 
plus bestimmt. Gelagert wurden die Alginatkugeln in 0,5%iger CaCl2-Lösung. 
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2.7 Analysemethoden 
2.7.1 Gaschromatographie 
Lösungsmittelhaltige Proben wurden mit dem Gaschromatographen (GC) Star 3400 CX der 
Firma Varian (Darmstadt) (2.1.2, Tab. 2) analysiert. Die Auftrennung erfolgte mit einer FS-
Supreme 5 Säule (CS-Chromatographie Service GmbH, Langerwehe) und Stickstoff (N2) als 
Trägergas (3,8 ml·min-1, Split 1:50). Folgendes Temperaturprogramm wurde verwendet 
(Injektor 220 °C): 40 °C (4 min), 100 °C (20 K·min-1), 180 °C (30 K·min-1), 180 °C (7 min). 
Die Aldehyde wurden in einem Konzentrationsbereich von 5–100 mM analysiert. 
2.7.2 High Performance Liquid Chromatography 
Für die Standardanalytik der Aldehyde diente das High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) System Gold der Firma Beckman Coulter (Krefeld), ausgestattet mit dem 
Autosampler Triathlon und dem Diodenarray Detektor Modul 168. Wässrige Proben wurden 
mit einer Nucleosil Säule (250·4,6 mm, CS-Chromatographie Service GmbH, Langerwehe) 
bei einer Flussrate von 0,6 mL·min-1 mit einem Laufmittelgemisch aus Acetonitril und Wasser 
(pH 4,0) im Verhältnis 70:30 bei 30 °C analysiert. Das Injektionsvolumen betrug 10 µL. In n-
Hexan gelösten Proben wurden mit der Säule Chiralpak® AD-H (250·4,6 mm, Chiral 
Technologies Europe, F-Illkirch) bei 20 °C analysiert. Zudem wurde die Detektion chiraler 
Produkte hierdurch gewährleistet. Die Flussrate des Laufmittelgemisches n-
Hexan/Isopropanol (90:10) betrug 0,75 mL·min-1 und das Injektionsvolumen 20 µL. Die 
Detektion fand in der Regel bei 254 nm statt. Für beide Säulen wurde ein Kalibrationsbereich 
für die Aldehyde von 0,001–2 mM gewählt, da sich dieser als linear für alle analysierten 
Aldehyde herausstellte. 
Der Enantiomerenüberschuss (ee) wird mit folgender Formel (3) berechnet: 
 [ ] [ ][ ] [ ] %100ee ⋅+
−=
SR
SR   
 (3) 
ee Enantiomerenüberschuss 
[R] Konzentration des Enantiomers mit größerem Anteil 
[S] Konzentration des Enantiomers mit geringerem Anteil 
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2.7.3 NMR-Spektren und der Drehwinkel α 
1H- und 13C-NMR-Spektren (Kernmagnetische Resonanz) wurden mit einem AMX-500 
Spektrometer (Bruker, Rheinstetten) ermittelt und die chemischen Verschiebungen δ in ppm 
relativ zu CHCl3 (1H: δ 7,27) und CDCl3 (13C: δ 77,0) gemessen. 
Für die Bestimmung des optischen Drehwinkels α wurde ein Perkin-Elmer (Überlingen) 241 
Polarimeter verwendet. 
Die beiden zuvor genannten Analysemethoden sowie die Durchführung einer 
Gaschromatographie-Massenspektroskopie (GC-MS) wurden in der Arbeitsgruppe 
Biotransformaciones von Andrés R. Alcántara im Departamento de Química y Farmacéutica 
(Facultad de Farmacia) an der Universidad Complutense (E-Madrid) durchgeführt. 
2.7.4 Dünnschichtchromatographie 
Für die Dünnschichtchromatographie (DC) wurde als stationäre Phase eine DC-Platte 
ALUGRAM® SIL G/UV254 (0,25 mm Kieselgel mit Fluoreszenzindikator) der Firma 
Macherey-Nagel (Düren) verwendet. Soweit vorhanden wurden neben den zu analysierenden 
Proben Standards auf die DC-Platten mit aufgetragen. Für das Aufbringen der Proben wurden 
Kapillaren verwendet und die Platten anschließend getrocknet. Als mobile Phase diente 
entweder ein Gemisch aus n-Hexan und Ethylacetat oder Petrolether und Ethylacetat. Die 
Chromatographie wurde in einer Minikammer durchgeführt. Detektiert wurden die Spots mit 
UV-Licht bei einer Wellenlänge λ von 254 nm. Um bei der präparativen 
Säulenchromatographie (2.7.5) eine ausreichende Trennung von Produkt und Substrat zu 
erzielen, musste die Differenz beider Retentionsfaktoren (Rf) (Formel (4)) in der DC 
mindestens 0,3 betragen. Hierzu wurde das optimale Mischungsverhältnis eines der beiden 
oben genannten Lösungsmittelgemische für die jeweils zu analysierende Substanz ermittelt. 
 
f
dR f =  
 (4) 
Rf  Retentionsfaktor 
d Strecke zwischen Substanzspot und Auftragungspunkt der Probe [cm] 
f Strecke zwischen Solvensfront und Auftragungspunkt der Probe [cm] 
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2.7.5 Präparative Säulenchromatographie 
Für die präparative Säulenchromatographie (SC) wurde eine Glassäule mit ca. 40 g Silicagel 
60 (0,04–0,063 mm, Merck, Darmstadt) befüllt. Hierbei variierte die Zusammensetzung der 
mobilen Phase entsprechend dem Trennverhalten bei den DC-Analysen (2.7.4). Zusätzlich 
wurde die Säule am oberen Ende mit einer ca. 1–2 cm dicken Seesandschicht (Riedel de 
Haen, Korngröße <0,5 mm) versehen, um das Aufwirbeln der stationären Phase zu 
vermeiden. Um nach einer Synthese das Produkt aus der organischen Phase zu gewinnnen, 
wurde diese zunächst mit MgSO4 getrocknet, filtriert und das Volumen am 
Rotationsverdampfer (240 mbar/40 °C) eingeengt. Anschließend wurde das 
volumenreduzierte Reaktionsgemisch auf eine Silicagelsäule aufgetragen, die mobile Phase 
mit leichtem Überdruck über die Säule geleitet und hierbei Produkte und Substrat zur 
Trennung gebracht. Die einzelnen Eluate wurden fraktioniert und der Verlauf der Trennung 
durch permanente DC-Kontrolle (2.7.4) überwacht. Produkthaltige Fraktionen wurden 
vereinigt, das Lösungsmittelgemisch abgezogen und die so erhaltenen Substanzen unter 
Argonatmosphäre gelagert. Zur Analyse von Qualität und Reinheit der Substanzen wurde eine 
NMR (2.7.3) und eine HPLC (2.7.2) durchgeführt sowie der optische Drehwinkel α (2.7.3) 
bestimmt. 
2.8 Sonstige Methoden 
2.8.1 Destillation von Substraten 
Da die verwendeten aromatischen Aldehyde zur Autoxidation neigen und bei Lieferung meist 
nur einen Reinheitsgehalt von ≥97 % besaßen, wurden diese vor ihrem Einsatz am 
Rotationsverdampfer mit Hilfe eines Vakuums (240 mbar) destilliert. Hierzu wurde das 
Substrat unter Argonatmosphäre auf 40 °C temperiert und das Destillat in einem 
Schlenkkolben aufgefangen. Die Lagerung des Destillats und seine Entnahme wurden 
ebenfalls unter Argonatmosphäre durchgeführt. 
2.8.2 Messung der mechanischen Stabilität der Gelkugeln 
Mit einer von Klein und Washausen (1979) entwickelten Apparatur kann die mechanische 
Festigkeit von Gelkugeln bestimmt werden. Hierzu wurde ein einfacher Messaufbau (Abb. 9) 
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und die Software FlexPro (Geitmann GmbH Messtechnik, Menden) für die Aufzeichnung der 
Messdaten verwendet. 
 
Abb. 9: Apparaturaufbau nach Klein und Washausen (1979) 
A – Gelkugel, B – beweglicher Stempel, C – Waage, D – Millimeterzähler, E – PC mit einer 
Aufzeichnungssoftware für die Messdaten. 
Die kugelförmigen Gele (A) wurde unter dem beweglichen Stempel (B) platziert. Zunächst 
wurde der Durchmesser der Kugel gemessen, indem der Stempel nur so weit abgesenkt 
wurde, dass er die auf der Waage (C) liegende Kugel gerade noch nicht berührte. 
Anschließend wurde die Kugel entfernt, der Stempel weiter abgesenkt und beim ersten 
Kontakt zur Waage die zurückgelegte Strecke anhand eines mit dem Stempel verbundenen 
Millimeterzählers (D) auf 0,01 mm genau bestimmt. Anschließend wurde die auf die Kugel 
wirkende Masse (m) während ihrer Verformung bei konstanter Absenkgeschwindigkeit des 
Stempels (vc) über die Zeit (t) aufgezeichnet (E). Mit Formel (5) wurden, unter Einbeziehung 
der Erdbeschleunigung (g) und der gemessenen Werte für die Masse, die jeweils auf die 
Kugel wirkenden Kräfte (F) berechnet. Die Vorschubgeschwindigkeit des Stempels (vc) bzw. 
sein Vorschub (d) konnten über Formel (6) ermittelt werden. In den Darstellungen im 
Ergebnisteil wird die Kraft F [N] gegen den Stempelvorschub d [mm] aufgetragen. 
  gmF ⋅=
 (5) 
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 tvd
t
v ⋅=→= cc d  
 (6) 
d zurückgelegte Strecke des Stempels [mm] 
vc konstante Vorschubgeschwindigkeit des Stempels [mm·min-1] 
t Zeit [min] 
F Kraft [N] 
m Masse [g] 
g Erdbeschleunigung (9,81 m·s-2) 
Als kritische Kompressionskraft Fkrit. wird diejenige Kraft bezeichnet, die in dem Moment auf 
eine Gelkugel einwirkt, wenn sie zerbricht. Fmax ist in dieser Arbeit definiert als diejenige 
Kraft, die bei vollständiger Kompression auf eine Gelkugel einwirkt, wenn sie keinen 
Bruchpunkt aufweist. Diese Parameter sollen zur Beurteilung der mechanischen Stabilität und 
der Bestimmung ihrer Festigkeit [N·mm-1]von PVA- und Alginatkugeln dienen. 
2.8.3 Bestimmung des Verteilungskoeffizienten Porg./wässr. 
Der logP-Wert eines Stoffes wird häufig als Maß für die Bestimmung seiner 
hydrophoben/hydrophilen Eigenschaften verwendet. Er ist definiert als der dekadische 
Logarithmus des Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten (KOW, Formel (7)) d. h. dem 
Quotienten aus der Stoffkonzentrationen in n-Octanol und seiner Konzentration in Wasser bei 
gleichem Phasenverhältnis im Gleichgewichtszustand (siehe Formel (8)). Der logP ist positiv 
(P > 1) bei hydrophoben Substanzen, d. h. die Substanz hat eine höhere Affinität zu n-
Octanol, und negativ (P < 1) bei hydrophilen Substanzen, d. h. die Substanz hat eine höhere 
Affinität zu Wasser. Ist der logP = 0 (P = 1) verteilt sich der Stoff zu gleichen Teilen in 
Wasser und n-Octanol. 
In dieser Arbeit wurden Verteilungskoeffizienten verschiedenster Aldehyde in qualitativ und 
quantitativ unterschiedlichen organisch-wässrigen (Porg./wässr.) Phasen bestimmt. Da bei der 
Verwendung einer festen, wässrigen Phase in Form einer Gelkugel eine Analytik nur in der 
organischen Phase möglich war, mussten die Stoffkonzentrationen in den Hydrogelkugeln 
über die Konzentrationen in der organischen Phase mit Hilfe der Formel (9) bestimmt werden. 
Dadurch wurden die Berechnungen von Porg./wässr. (Formel (10)) möglich und mit Hilfe dieser 
Verteilungskoeffizienten wiederum eine vollständige Bilanzierung in den Synthesen. 
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 (10) 
KOW Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizient 
CO bzw. CW Stoffkonzentration in n-Octanol bzw. Wasser 
C∞ Stoffkonzentration im Gleichgewichtszustand [mol·mL-1] 
C0 Anfangsstoffkonzentration [mol·mL-1] 
Corg. bzw. Cwässr. Stoffkonzentration in einer beliebigen organischen bzw. wässrigen Phase 
Vorg. bzw. Vwässr. Volumen der organischen bzw. wässrigen Phase [mL] 
P(org./wässr.) Verteilungskoeffizient (zwischen organischer und wässriger Phase) 
Zur experimentellen Bestimmung des Verteilungskoeffizienten Porg./wässr. wurde in der Regel 
ein Phasenverhältnis von 1:1 bzw. 4:1 (organische Phase zu wässriger Phase) gewählt. Für die 
Ansätze wurden verschließbare 2-mL-Glasfläschchen verwendet (CS-Chromatographie 
Service GmbH, Langerwehe), welche verschlossen bei 30 °C für 3 Tage gelagert und 
geschüttelt wurden. Stoffkonzentrationen wurden ausschließlich in der organischen Phase mit 
der HPLC analysiert. 
2.8.4 Diffusionsmessungen von Stoffen aus der organischen in die wässrige Phase 
Versuchsreihen zur Diffusion von chemischen Verbindungen aus einer organischen in eine 
wässrige Phase wurden analog zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten (2.8.3) in 2-mL-
Glasfläschchen bei 30 °C durchgeführt. Das Phasenverhältnis wurde hierbei variiert. 
Aufgrund des geringen Volumens wurde für jeden zu messenden Zeitpunkt ein separater 
Reaktionsansatz verwendet, um keine Veränderung des Phasenverhältnisses durch die 
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Probenahme aus der Hexanphase herbeizuführen. Nach Probenahme wurde der jeweilige 
Ansatz verworfen. Analog zu 2.8.3 wurden auch hier wiederum die Konzentrationen nur in 
der organischen Phase mit einer HPLC-Messungen bestimmt. 
3 Ergebnisse   35 
3 Ergebnisse 
3.1 Gewinnung rekombinanter Benzaldehydlyase 
3.1.1 Plasmidtransformation und -isolation 
Das Plasmid pKK-322-3-pBALhis konnte erfolgreich in kompetente 
E. coli SG13009[pRep4]-Zellen transformiert werden. Als Ausgangszellmaterial für die 
Fermentationen standen einzelne Transformantenkolonien von Oberflächenkulturen bzw. 
davon erstellte Kryokulturen (2.2.1) zur Verfügung. 
Plasmidtransformationen in E. coli DH5α dienten der Vervielfältigung des pKK-322-3-
pBALhis-Plasmids (2.3.3). Mit Hilfe eine Elektrophorese konnte die zuvor isolierte 6,3 kb 
große Plasmid-DNA in dem Agarosegel (2.3.4) als ca. 7-kb-DNA-Bande nachgewiesen 
werden (Abb. 10). 
 
 
Abb. 10: 0,8%iges Agarosegel mit DNA von pBALhis 
3.1.2 Fermentation 
Das Fermentationsmedium wurde mit 5–10 % einer maximal 8 h alten Vorkultur inokuliert. 
Die C-Quellen des komplexen LB-Mediums sowie das supplementierte Glyzerin (1 %) waren 
während der Batch-Phase nach einer durchschnittlichen Dauer von 7 h verbraucht. Anhand 
der absinkenden Rührerdrehzahl und des gleichzeitig ansteigenden pO2 (Abb. 11) wurde der 
Zeitpunkt für den Beginn der Zufütterung (80–200 µL·min-1) ermittelt. In dieser 
durchschnittlich 13-stündigen Fed-Batch-Phase konnte die Zellausbeute um bis zu 36 % 
gesteigert werden. Während der Induktionsphase blieb die Zellmasse erwartungsgemäß 
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konstant, da das Wachstum durch das Absenken der Temperatur von 37 °C auf 28 °C 
vermindert wurde und gleichzeitig durch die Induktion mit IPTG vom Organismus vermehrt 
Energie für die Proteinexpression aufgebracht werden musste. 
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Abb. 11: Verlauf einer typischen E. coli SG13009[pRep4]/pKK-322-3-pBALhis-Fermentation 
Der initialen Batch-Phase folgte eine Fed-Batch-Phase zur Erhöhung der Zelldichte. Zu Beginn der 
abschließenden Phase wurde die Expression des rekombinanten Zielproteins durch Induktion mit 
0,8 mM IPTG eingeleitet und über 7 h bei einer abgesenkten Temperatur von 28 °C fortgeführt. 
Die Zellausbeuten der jeweiligen Fermentationen sind in Tab. 2 aufgeführt und zeigen nur 
geringfügig höhere Zellausbeuten für die Fermentationen im 1,7-L- im Vergleich zum 5-L-
Maßstab. 
Tab. 4: Fermentationsdaten der Fed-Batch-Fermentation von E. coli SG13009[pRep4]/pKK-322-3-
pBALhis im 1,7-L- bzw. 5-L-Maßstab 
Enzym OD600 bei 
Induktion 
FG [g·L-1] bei 
Induktion 
Zellausbeute 
[g·L-1] 
Zellmasse 
[g] 
Glyzerin-
Zugabe [g] 
BALhis (1,7 L) 30 35 36,9 34 15,5 
BALhis (5 L) 26 37 33,2 141 48,0 
 
Proben aus der Fermentation wurden in eine SDS-PAGE (2.4.3) eingesetzt. Hierbei wurde die 
Expression des Zielproteins anhand der nach Induktion auftretenden Banden überprüft. Wie in 
Abb. 12 deutlich zu sehen ist, wurde das Zielgen nach Induktion (Spur nI1–3) erfolgreich 
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exprimiert. Zu erkennen ist dies anhand der zunehmenden Proteinbande bei ca. 58 kDa, 
welche der Größe der BAL-Untereinheit entspricht. Der verwendete Expressionsstamm 
E. coli SG13009[pRep4] verfügt über das zusätzliche Plasmid pRep4. Der hierdurch 
überexprimierte lac-Repressor (Farabaugh 1978) vermeidet eine Basalexpression bei 
Abwesenheit von IPTG, d. h. vor Induktion. 
 
Abb. 12: 12%iges SDS-Gel mit aufbereiteten Proben unterschiedlicher Zeitpunkte einer Fermentation 
Die Proben aus der Fermentation wurden OD-korreliert aufgetragen. Probenbezeichnung: vI – vor 
Induktion, nI1–3 – 1,5, 3 und 4,5 h nach Induktion mit 0,8 mM IPTG und M – Marker PPPS All Blue 
(10–250 kDa) (BioRad, München). Die ca. 58–kDa-Bande der BALhis ist hier deutlich erst nach 
Induktion in den Proben nI1–3 zu sehen, zuvor ist die Bande nicht sichtbar (vI). 
Die geernteten Zellen wurden zur Lagerung in 5–13 g Chargen bei –20 °C eingefroren und zu 
einem späteren Zeitpunkt für einen Zellaufschluss mit anschließender Proteingewinnung und 
-reinigung (2.2.4–2.4.2) eingesetzt. 
3.1.3 Zellaufschluss 
Zur Überprüfung der Effektivität des Ultraschallaufschlusses wurde eine 
SG13009[pRep4]/pBALhis-Zellcharge von 7 g dreimal hintereinander dem 
Aufschlussprozedere unterzogen. Die spezifische Aktivität von anfänglich 6,6 U·mg-1 
reduzierte sich nach dem zweiten Aufschluss um ca. 5 % und nach erneutem Aufschluss um 
13 % (Abb. 13). Es zeigte sich, dass ein großer Teil der Proteine durch den ersten Schritt nicht 
aus den Zellen extrahiert werden konnte. Mehr als das Doppelte der Gesamtproteinmenge von 
ca. 535 mg wurden erst durch den zweiten und dritten Schritt aus den Zellen gewonnen. 
Hierbei betrug die Ausbeute der BALhis 76 mg pro g Zellen und ihre Aktivität 476 U pro g 
Zellen. 
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Abb. 13: Spezifische Aktivität, Gesamtproteinmenge und -aktivität der BAL nach Zellaufschluss 
Das Pellet wurde dreimal hintereinander mit Ultraschall aufgeschlossen und der Rohextrakt jeweils 
auf BAL-Aktivität überprüft. 
Da mehr die Qualität und weniger die Quantität des Enzympräparates im Vordergrund stand, 
wurde der Zellaufschluss nur einmalig durchgeführt, um ein Enzymprodukt mit einer 
möglichst hohen Aktivität zu erhalten. 
3.1.4 Proteinreinigung mit IMAC aus Rohextrakten, Dialyse und Gefriertrocknung 
Die Immobilized metal ion affinity chromatography (IMAC) wurde mit einer FPLC-Anlage 
durchgeführt (2.4.1). Das Volumen der aus den Zellaufschlüssen resultierenden Rohextrakte 
betrug in der Regel zwischen 16 und 20 mL, womit weder die Bindekapazität der 
verwendeten Ni-NTA Superflow Matrix noch das Volumen der Säule überschritten wurde. 
Einen typischen Verlauf einer IMAC zeigt Abb. 14. 
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Abb. 14: Typischer Reinigungsverlauf der BALhis aus einem Zellrohextrakt 
Zur Beladung der Säule wurde eine Flussrate von 0,8 mL·min-1 verwendet und für den restlichen 
Verlauf auf 2 mL·min-1 erhöht. Nach einem Waschvolumen von 120 mL wurde die 
Imidazolkonzentration von 20 auf 250 mM erhöht, um die Elution der spezifisch gebundenen BALhis 
zu gewährleisten. 
Die Eluatfraktionen zwischen 140–160 mL wurden direkt gekühlt und zur anschließenden 
Dialyse (2.4.2) unmittelbar in einen Dialyseschlauch überführt. Verglichen mit einer 
Entsalzung über einer 250-mL-Vivacell-Ultrafiltrationseinheit (10.000 MWCO PES 
Membran, Vivascience – Sartorius group, Hannover) bzw. über eine Entsalzungssäule 
(HiPrepTM 26/10, Amersham Biosciences, Freiburg) mit der FPLC-Anlage zeigte die Methode 
der Dialyse die effizienteste Entfernung der hohen NaCl- und Imidazolkonzentrationen. Das 
gefriergetrocknete Enzympulver zeigte zudem eine bessere Beschaffenheit und Aktivität. Es 
war von Vorteil, bei der Dialyse einen möglichst gering konzentrierten KPi-Puffer (10 mM) 
zu verwenden, um ein homogenes, weißes und sehr flockiges Enzympräparat mit hoher 
spezifischer Aktivität zu erhalten. 
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Tab. 5: Bilanzierung der Reinigung von BALhis aus E. coli SG13009[pRep4] 
Die Daten stammen aus Fed-Batch-Fermentationen im 1,7-L- bzw. 5-L-Maßstab. Es handelt sich um 
Mittelwerte. 
Fraktion Gesamt-units 
Ausbeute
[%] 
Spez. Akt.
[U·mg-1] 
Reinigungs-
faktor 
Zellsp. Ausbeute 
[U·gZellen-1] 
Rohextakt 22813 100  0,4 1 - 
IMAC-Eluat 15107 66 19,3 45 - 
Lyophilisat 15169 66 14,5 34 162 
 
Nach der Reinigung aus SG13009[pRep4] reichten die BAL-Ausbeuten von 13,2 bis 44,7 g 
Lyophilisat pro g Zellen (Tab. 5). Aus diesen Werten wird jedoch nicht ersichtlich, in wie 
weit das Enzympräparat mit anderen Stoffen, wie z. B. Salzen, verunreinigt ist. Die 
zellspezifische Ausbeute von 162 U pro g Zellen ist daher aussagekräftiger. Notwendig für 
diese Berechnung ist die Kenntnis der spezifischen Aktivität. Diese lag durchschnittlich bei 
14,5 U·mg-1. Die prozentualen Enzymausbeuten nach der Reinigung lagen über 50 %. 
 
Abb. 15: 12%iges SDS-Gel mit Proben aus der BALhis-Reinigung 
Probenbezeichnung: RE – Rohextrakt, D – Durchfluss bei der IMAC, E – Eluat bei der IMAC, 
L - Lyophilisat nach Dialyse und M – Marker PPPS All Blue (10–250 kDa, BioRad). 
Die einzelnen Schritte der Proteinreinigung wurden stets mit einer SDS-PAGE (2.4.3) 
überprüft. Die Effizienz der IMAC wird in dem in Abb. 15 gezeigten Gel deutlich. In Spur E 
(Eluatfraktion) und L (Lyophilisat) kann man eine deutliche Anreicherung der BALhis im 
Vergleich zu der Spur des Rohextraktes (RE) und der Waschschritte (D) sehen. Das 
Lyophilisat der BALhis erwies sich als hoch rein. Dies zeigt die deutliche Proteinbande in 
Spur L bei ca. 58 kDa, der charakteristischen Größe der BAL-Untereinheit. 
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3.2 Untersuchung der physikochemischen Eigenschaften von PVA 
Für die genauere Charakterisierung der physikochemischen Eigenschaften wurden 
verschiedene Kenngrößen der PVA-Kugeln bestimmt, die im Folgenden beschrieben werden. 
3.2.1 Materialverlust durch die Herstellung von PVA-Kugeln 
Für die Abschätzung des Materialverlustes bei der Herstellung von PVA-Kugeln wurde das 
Gewicht eines definierten Volumens einer 9%igen PVA-Lösung bestimmt. Dasselbe 
Volumen dieser Lösung wurde als 25-µL-Tropfen zu PVA-Kugeln verarbeitet und 
anschließend das Gewicht der vollständig polymerisierten Gelkugeln ermittelt. Bei der 
Kryogelierung der 9%igen PVA-Lösung ergab sich eine Ausbeute von 90,8 %. Der 
Materialverlust war hauptsächlich auf eine Verzögerung der Gelierung zurückzuführen, die 
nach dem Eintropfen an der Silikonöloberfläche zu beobachten war. Subtrahiert man den 
9,2%igen Verlust bei der Herstellung von dem eigentlichen Eintropfvolumen von 25 µL, ist 
eine Kugel mit einem Volumen von 22,7 µL zu erwarten. Nachfolgende Untersuchungen 
zeigten jedoch, dass das Volumen durch noch mehr als nur den hier ermittelten 
Materialverlust verringert wurde. 
3.2.2 Dichte, Durchmesser, Volumen und Gewicht der PVA-Gelkugeln 
Es konnte anhand von Untersuchungen gezeigt werden, dass sich die Dichte der Kugeln nach 
der Gelbildung im Vergleich zur Lösung erhöhte. Während die reine PVA-Lösung eine 
Dichte von 1,03 g·mL-1 besitzt, weisen PVA-Kugeln unterschiedlicher Größe im Mittel eine 
Dichte von 1,52 g·mL-1 auf. Die höhere Dichte der Immobilisate erklärte, zusätzlich zum 
Materialverlust, dass die gemessenen Durchmesser (Abb. 16) und die daraus bestimmten 
Volumina (Abb. 17) der Gelkugeln kleiner ausfielen als die der Tropfen der PVA-Lösung. 
Mit zunehmender Kugelgröße zeigt sich die Tendenz, dass sich sowohl die ermittelten 
Durchmesser als auch die Volumina der Gelkugeln den theoretisch erwarteten Werten der 
Tropfen annähern (siehe Prozentangaben in Abb. 16 und Abb. 17). Zudem geht mit 
zunehmendem Kugelvolumen eine Verringerung der Dichte von 1,55 (Eintropfvolumen 
10 µl) auf 1,36 g·mL-1 (Eintropfvolumen 50 µl) einher. 
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Abb. 16: Durchmesser der Gelkugeln 
Die Balken stellen den anhand des Eintropfvolumens erwarteten Durchmesser (■) und den tatsächlich 
ermittelten (■) Durchmesser der Gelkugeln dar. Die prozentualen Werte geben den Antanteil des 
Durchmessers der Gelkugeln bezogen auf den Tropfendurchmesser der Lösung an. 
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Abb. 17: Volumina der Gelkugeln 
Die Balken stellen das Volumen der PVA-Lösung (■) und das aus dem Gelkugeldurchmesser 
berechnete Volumen (■) dar. Die prozentualen Werte geben den Volumenanteil der Gelkugeln 
bezogen auf das Tropfenvolumen der Lösung an. 
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Aus 10, 25 und 50 µL PVA-Lösung hergestellte Kugeln wiesen ein tatsächliches Volumen 
von nur 5,5 ±0,3 µL (55 %), 15,1 ±0,9 µL (60 %) und 33,7 ±0,8 µL (68 %) bzw. einen 
Durchmesser von 2,19 ±0,04 mm (82 %), 3,06 ±0,06 mm (84 %) und 4,01 ±0,03 mm (88 %) 
auf. 
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Abb. 18: Messdaten für standardgemäß hergestellte PVA-Gelkugeln 
Es wurde die Trockensubstanz von jeweils fünf Hydrogelkugeln verschiedener Volumina 
bestimmt. Die Messungen der Feucht- (FG) und Trockengewichte (TG) (Abb. 19) zeigten, 
dass der Wassergehalt der Hydrogele bei durchschnittlich 82,9 ±0,6 % lag. Demnach machen 
PVA und PEG zusammen 17,1 % der Masse der Gelkugeln aus. Dieser Anteil entspricht 
näherungsweise den in den Kugeln verwendeten PVA- und PEG-Konzentrationen von jeweils 
9 %. 
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Abb. 19: Trocken- (TG) und Feuchtgewichte (FG) von PVA-Kugeln unterschiedlicher Größe 
Die prozentual aufgeführten Werte geben den Wassergehalt der jeweiligen Kugelgröße wieder. 
3.2.3 Enzymrückhaltung 
Es wurde untersucht, ob Proteine verschiedener Größen effizient in der PVA-Matrix 
zurückgehalten werden können. Hierzu wurden folgende Proteine in PVA eingehüllt: 
Rinderserum Albumin (BSA) (ca. 66 kDa), β-Galactosidase (β-Gal aus A. oryzae) 
(ca. 105 kDa), Glukoseoxidase (GOD aus A. niger) (ca. 154 kDa) und die BAL (ca. 250 kDa). 
Die Kugeln wurden 15 min unter ständigem Schütteln in einem wässrigen Medium inkubiert. 
Anschließend wurde der Proteingehalt der wässrigen Phase mit dem Bradfordnachweis (2.4.4) 
bestimmt. Deutliche Proteinspuren waren nur im Zusammenhang mit BSA und β-Gal zu 
messen. Die Werte für GOD und BAL wiesen keine signifikanten Abweichungen vom 
Blindwert auf. Es ist davon auszugehen, dass die GOD und die BAL, d. h. Proteine ab einer 
Größe von 154 kDa, von der Matrix zurückgehalten wurden und es nicht zum Enzymverlust 
kam. BSA und β-Gal, d. h. Proteine bis zu einer Größe von 105 kDa, hingegen können aus der 
Matrix herausdiffundieren. 
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 2,5 U·mL-1 1,5 U·mL-1 0,5 U·mL-1 ohne 
    Enzym 
Abb. 20: Angefärbte PVA-Immobilisate 
 
 
Abb. 21: Querschnitt eines angefärbten PVA-
Immobilisates 
 
Wurden mit unterschiedlichen BAL-Konzentrationen beladene Immobilisate (0,5, 1,5 und 
2,5 U·mL-1) in eine 1:5 verdünnte Bradfordlösung überführt, konnte mit steigender 
Beladungsdichte der Gelkugeln eine Zunahme in der Intensität ihrer Blaufärbung festgestellt 
werden (Abb. 20). Unbeladene PVA-Kugeln blieben weiß. Ein Kugelquerschnitte zeigte, dass 
die Blaufärbung bis in den Kern der Kugel zu sehen und das Enzym homogen in der Matrix 
verteilt ist (Abb. 21). Eine Blaufärbung der für den qualitativen und quantitativen 
Enzymnachweis in den Gelkugeln eingesetzten verdünnten Bradfordlösung blieb in allen 
Fällen aus und stellte nochmals die Rückhaltung der BAL durch die Matrix sicher. 
3.2.4 Diffusion von Substraten in die PVA-Matrix 
Der zeitliche Diffusionsverlauf von 3-Furaldehyd (3-FA), mit einer Anfangskonzentration 
von ca. 50 mM in der Hexanphase, in eine wässrige Phase wurde über 3 h gemessen. 
Verglichen mit der Gesamtabnahme über die 3 h vollzog sich aufgrund des großen 
Konzentrationsgefälles ¾ dieser Abnahme bereits innerhalb der ersten 5 min. In beiden Fällen 
sanken die 3-FA-Konzentrationen in der Hexanphase in diesem Zeitraum von 50,8 mM auf 
37 mM bzw. um 27,5 %. Genauere Messungen über einen Gesamtzeitraum von 30 min und 
einer Ausgangskonzentration von ca. 45 mM 3-FA verdeutlichten den zu Beginn raschen, 
nahezu linearen Konzentrationsabfall während der ersten 4 min (Abb. 22). Die nach 10 min 
verbleibende mittlere 3-FA-Konzentration betrug ca. 32 mM bzw. 35 mM bezogen auf den 
Ansatz mit Wasser bzw. PVA als wässrige Phase. Die im Anschluss folgenden Messwerte 
blieben annähernd gleich. Die durchschnittlichen prozentualen Abweichungen dieser 
Messreihen lagen bei nur 1,8 %. Aufgrund der aufgezeigten Daten lässt sich annehmen, dass 
der Gleichgewichtszustand nach wenigen Minuten erreicht ist. Bezogen auf den zeitlichen 
Verlauf und die Geschwindigkeit der Diffusion sowie die quantitative 
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Konzentrationsabnahme ergaben sich keine signifikanten Unterschiede für die festen PVA-
Matrix im Vergleich zur flüssigen wässrigen Phase. 
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Abb. 22: Zeitlicher Diffusionsverlauf von 3-FA aus n-Hexan in die wässrigen Phasen PVA und Wasser 
Die Anfangskonzentration in n-Hexan betrug ca. 45 mM, das Phasenverhältnis von n-Hexan zur 
wässrigen Phase 4:1. Die Messung fand bei 30 °C statt. 
In einem weiteren Versuch wurde die 3-FA-Abnahme in n-Hexan bei der Verwendung von 
BAL-PVA-Immobilisaten und PVA-Kugeln verglichen. Der in der Synthese deutlich steilere, 
größere und länger anhaltende Abfall der 3-FA-Konzentration ist auf den Substratumsatz 
zurückzuführen Abb. 23. Die Abnahme bei reiner Diffusion erfolgt von ca. 40 mM 3-FA auf 
30 mM. Hierbei handelt es sich um 25 % und das Ergebnis ist vergleichbar zu den zuvor 
bestimmten 27,5 %. Die Verteilung scheint somit unabhängig von der Ausgangskonzentration 
zu sein. Vergleichsweise liegt die Substratabnahme in der Synthese bei 92,5 % mit einer 
Endkonzentration von 3 mM. 
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Abb. 23: Diffusionsverhalten von 3-FA in enzymhaltige und -freie PVA-Kugeln 
Die gemessene Anfangskonzentration lag bei 42 mM 3-FA. 
Die Diffusionsmessungen zeigten, dass für eine genaue Bilanzierung die Kenntnis des 
Verteilungskoeffizienten für jede einzelne Substanz in Bezug auf das verwendete 
gelstabilisierte Zweiphasensystem unabdingbar war. Zudem standen die jeweiligen Benzoine 
für eine direkte Produktquantifizierung nicht zur Verfügung, so dass eine Berechnung des 
Umsatzes (Formel (11), S. 62) nur mit Hilfe des Verteilungskoeffizienten des jeweiligen 
Aldehyds möglich war. Die Ergebnisse zur Bestimmung der Verteilungskoeffizienten der 
einzelnen aromatischen Aldehyde in unterschiedlichen Lösungsmitteln werden in den beiden 
folgenden Abschnitten aufgeführt. 
3.2.5 Verteilungsverhalten von Aldehyden zwischen organisch-wässrigen Phasen 
Verteilungsverhalten von Aldehyden zwischen n-Hexan und einer wässrigen Phase 
Um Aufschluss über das Verteilungsverhalten von aromatischen bzw. heterozyklischen 
Aldehyden unterschiedlicher Hydrophobizität zwischen einer organischen und einer 
wässrigen Phase zu erhalten, wurden drei Aldehyde als Standardvertreter ihrer Stoffklasse 
ausgewählt, mit möglichst unterschiedlichen logP-Werten. Bei den drei Aldehyden handelt es 
sich um 3-Furaldehyd (3-FA) (logP ca. 0,8), 3,5-Dimethoxybenzaldehyd (3,5-DBA) (logP 
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ca. 1,5) und 4-Isopropylbenzaldehyd (4-IBA) (logP ca. 3,0). Die Anfangskonzentrationen in 
den Verteilungsexperimenten wurden auf 5, 25 und 50 mM festgelegt. Als organische Phase 
diente n-Hexan und die wässrige Phasen wurden variiert bei einem Phasenverhältnis von 1:1. 
Mit den Ansätzen wurde wie in 2.8.3 beschrieben verfahren und die Verteilungskoeffizienten 
nach Formel (10) (S. 33) berechnet. 
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Abb. 24: Verteilungsverhalten von a) 3-Furaldehyd und b) 3,5-Dimethoxybenzaldehyd 
Das Phasenverhältnis von n-Hexan zur wässrigen Phase betrug 1:1. Die jeweils in der Hexanphase 
gemessene Konzentration ist prozentual, bezogen auf den Blindwert, über den Säulen angegeben. 
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Während sich für 4-IBA keine Konzentrationsabnahme in der Hexanphase nachweisen ließ, 
war für die beiden anderen Aldehyde eine deutliche Verteilung zwischen n-Hexan und der 
jeweiligen wässrigen Phase, unabhängig von der Anfangskonzentration, zu messen (Abb. 24). 
3-FA weist eine höhere Löslichkeit in der wässrigen Phase auf, für 3,5-DBA ist dies genau 
umgekehrt. Bei Zusatz von 20 % DMSO zu Wasser bzw. KPi-Puffer im Vergleich zu den 
anderen wässrigen Phasen, d. h. PVA-Kugeln (10 und 25 µL), PVA-Lösung, Wasser und 
Puffer, fallen die Konzentrationen in n-Hexan erwartungsgemäß niedriger aus. DMSO erhöht 
hier die Löslichkeit für die Aldehyde in der wässrigen Phase. 
Für 3-FA lag die Endkonzentration, unabhängig von der Ausgangskonzentration, in n-Hexan 
beim Zusatz von DMSO durchschnittlich bei 32,3 %, woraus sich ein durchschnittlicher 
Verteilungskoeffizient von 0,62 ergibt. Für alle übrigen Ansätze ohne DMSO lag die 
Endkonzentration im Mittel bei 38,5 % und der Verteilungskoeffizient mit 0,48 etwas 
niedriger. Die prozentuale Abnahme bei den drei unterschiedlichen Anfangskonzentrationen, 
bei der Betrachtung jeweils einer wässrigen Phase, war nahezu identisch. Anders verhielt es 
sich für 3,5-DBA. Auch hier waren unter Verwendung von DMSO die geringsten 
Konzentrationen in n-Hexan anzutreffen. Mit zunehmender Anfangskonzentration nahm die 
in der Hexanphase gemessene Endkonzentration allerdings zu. Von 5 nach 25 mM erhöhte 
sich der Verteilungskoeffizient für alle Ansätze mit wässrigen Phasen zwar nur von 4,14 auf 
5,31. Für 50 mM betrug der Verteilungskoeffizient allerdings schon 14,24. Für die beiden 
Ansätze mit DMSO erhöhte sich der Verteilungskoeffizient von 2,97 (5 mM) über 4,60 
(25 mM) auf 18,23 (50 mM). 
Die zugehörigen Verteilungskurven (Abb. 25) ergeben sich durch die Auftragung der am 
Anfang in der Hexanphase gemessenen Aldehydkonzentration gegen die im Gleichgewicht 
erreichte Konzentration (Endkonzentration). Die Kurven visualisieren und verdeutlichen noch 
einmal die zuvor bestimmten Verteilungskoeffizienten bzw. das unterschiedliche 
Verteilungsverhalten für 3-FA, 3,5-DBA und 4-IBA: mit zunehmendem logP-Wert des 
Aldehyds erhöht sich die Affinität zur Hexanphase. Bei der Verwendung von Wasser oder 
PVA waren nahezu keine Unterschiede im Verteilungsverhalten zu erkennen. Die 
Verteilungskurve von 3-FA weist bis zur gemessenen Konzentration von 50 mM eine Gerade 
mit konstanter Steigung auf. Die Verteilungsgerade von 3,5-DBA zeigt nur bis zu einer 
Konzentration von 25 mM eine konstante Steigung, oberbalb von 25 mM kommt es zu einem 
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Steigungsanstieg und dadurch einem Abknicken des Geradenverlaufs. Für 4-IBA ist die 
Steigung der Gerade gleich eins, d. h. es konnte keine Konzentrationsabnahme mit der hier 
verwendeten Methode gemessen werden. 
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Abb. 25: Die Aldehyd-Verteilung (3-FA, 3,5-DBA und 4-IBA) zwischen n-Hexan und PVA-Kugeln bzw. 
Wasser (H2O) (Phasenverhältnis 1:1) wurde jeweils für drei verschiedene Anfangskonzentrationen 
(ca. 5, 25 und 50 mM) bestimmt. 
In Abb. 25 nicht dargestellte Verteilungskurven weiterer Aldehyde wie 3-EBA, 4-EBA, 3-
TA, 2-BCA und 3-TCA, deren logP-Werte unterhalb von 3 liegen (Tab. 6), zeigten durchweg 
lineare Kurvenverläufe, d. h. für diese Aldehyde konnt, wie auch für 3-FA, für den 
Konzentrationsbereich bis 50 mM problemlos ein Verteilungsquotient ermittelt werden. 
Verteilungsverhalten von Aldehyden zwischen organischen Phasen und Wasser 
Das Verteilungsverhalten der Stoffe wurde hauptsächlich im Hinblick auf die spätere 
Anwendung im PVA-stabilisierten Zweiphasensystem untersucht. Da im vorangegangenen 
Abschnitt jedoch gezeigt wurde, dass Wasser und PVA-Kugeln als wässrige Phasen sich 
bezüglich der Verteilungseigenschaften der dort getesteten Aldehyde nicht unterschieden, 
wurde für die hier durchgeführten Messungen ausschließlich Wasser verwendet. Hierdurch 
war eine vereinfachte Handhabung gewährleistet und die Wasserphase konnte zusätzlich zur 
Hexanphase analysiert werden. 
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Bei der Verteilungsmessung von 3-FA (logP ca. 0,8) zwischen Wasser und den 
Lösungsmittelphasen 1-Octanol, c-Hexan, Dibutylether (DBE), Diisopropylether (DIPE), 
1-Hexanol, Methyl-tert-butylether (MTBE), Diethylether (DEE) und Ethylacetat (EA) zeigte 
sich ein sehr unterschiedliches Verteilungsverhalten. Mit Ausnahme von c-Hexan war 3-FA 
immer in der organischen Phase besser löslich mit einer Konzentration von über 65 %, wobei 
EA die beste Löslichkeit für 3-FA aufwies. Bei c-Hexan ist die Konzentration in der 
Wasserphase höher und beträgt 67,5 %. Der Logarithmus des Quotienten aus den 
Konzentrationen in der organischen zur wässrigen Phase reicht von 0,28 bis 1,07, für c-Hexan 
ergibt sich aufgrund der besseren Löslichkeit in Wasser ein negativer Wert von -0,32. 
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Abb. 26: Verteilung von 3-FA zwischen unterschiedlichen organischen Lösungsmitteln und Wasser 
Das Phasenverhältnis betrug 1:1, die Anfangskonzentration 25 mM. Bei den in Klammern 
aufgeführten Werten handelt es sich um den jeweiligen logP-Wert des Lösungsmittels, bei den 
schwarzen Balken um die Angabe des dekadischen Logarithmus der Verteilungskoeffizienten für 
3-FA in Bezug auf die unterschiedlichen Lösungsmittel. 
Da für Benzaldehyd (BA) und 4-IBA die Verteilung für zwei Konzentrationen (5 und 25 mM) 
gemessen wurden, ist für die Darstellung in Abb. 27 der prozentuale Mittelwert gewählt 
worden. Die beiden Aldehyde waren in allen Lösungsmitteln deutlich besser löslich als im 
Wasser. Mit Ausnahme von BA mit n-Hexan als Lösungsmittel lagen alle im Wasser 
ermittelten Konzentrationen ≤4 %, d. h. die Löslichkeit in der jeweiligen organischen Phase 
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ist über 24-mal höher als in Wasser. BA löst sich zu 11 % in Wasser wenn n-Hexan als 
Lösungsmittel verwendet wurde und ist somit nur neunmal besser in n-Hexan löslich. 
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Abb. 27: Verteilung von BA und 4-IBA zwischen organischen Lösungsmitteln und Wasser 
Das Phasenverhältnis betrug 1:1, die Anfangskonzentrationen waren 5 und 25 mM. Der prozentuale 
Mittelwert der beiden Konzentrationen wurden zusammengefasst. 
Vergleicht man das Verteilungsverhalten aller drei hier verwendeten Aldehyde bezüglich der 
verschiedenen Lösungsmittel, sind ähnliche Tendenzen für ihre Löslichkeit in diesen zu 
erkennen. Bei der Betrachtung jeweils eines Lösungsmittels zeigt sich für 3-FA, BA und 
4-IBA, d. h. mit zunehmendem logP-Wert der Aldehyde (ca. 0,8, 1,6 und 3,0), eine jeweils 
niedrigere Konzentration in der wässrigen Phase. 
3.2.6 Aldehyd-Verteilungskoeffizienten zwischen n-Hexan/PVA-Kugeln 
Im Hinblick auf die in Abschnitt 3.4 aufgeführten Synthesen wurden für die im Folgenden 
gemessenen Verteilungskoeffizienten entsprechende Bedingungen festgelegt. Es wurde ein 
Phasenverhältnis n-Hexan zu PVA von 4:1 gewählt und Konzentrationen von 5, 25 und 
50 mM verwendet. Durch diese geringen Konzentrationen wurde die maximale Löslichkeit 
der hydrophoben Aldehyde in n-Hexan nicht überschritten. Die Analytik in dem PVA-
stabilisierten Zweiphasensystem war auf die Hexanphase beschränkt. Die ermittelten 
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Anfangs- und Endkonzentrationen wurden zur Bestimmung des Verteilungskoeffizienten in 
Formel (10) (S. 33) eingesetzt. Mit Hilfe des daraus bestimmten Verteilungskoeffizienten 
wurde eine Berechnung der Umsätze (Formel (11), S. 62) und Produktivitäten (Formeln (12) 
und (13), S. 62) in den Synthesen möglich. 
Tab. 6: Verteilungskoeffizienten syntheserelevanter Aldehyde 
Aldehyd logP* PH/PVA** 
3-Furaldehyde 0,801±0,738 0,7 
3-Thiophencarboxaldehyd 1,318±0,743 2,1 
2-Benzofurancarboxaldehyd 1,722±0,797 6,0 
3-Tolualdehyd 2,100±0,244 18,5 
3-Ethoxybenzaldehyd 2,177±0,258 18,5 
4-Ethoxybenzaldehyd 2,231±0,258 18,5 
* logP-Werte veröffentlicht von der American Chemical 
Society (ACS) (Phasenverhältnis Octanol zu Wasser, 1:1). 
** Experimentell ermittelter Verteilungskoeffizient PH/PVA 
(Phasenverhältnis n-Hexan zu PVA, 4:1). 
Die verwendeten Aldehyde sind in Tab. 6 mit zunehmendem logP-Wert aufgelistet. Die 
experimentell bestimmten Verteilungskoeffizienten PH/PVA für die Aldehyde korrelieren mit 
der Reihenfolge der logP-Werte. Für die bezüglich ihres logP-Wertes nah 
beieinanderliegenden Aldehyde 3-Toluadehyd (3-TA), 3-Ethoxybenzaldeyd (3-EBA) und 
4-Ethoxybenzaldehyd (4-EBA) wurde jeweils ein PH/PVA von 18,5 bestimmt. Für diese drei 
Aldehyde war nur eine sehr geringe Konzentrationsabnahme messbar. Für 
Umsatzberechnungen ist die Konzentration in den PVA-Immobilisaten nahezu zu 
vernachlässigen, wurde aber dennoch für die Synthesen mit berücksichtigt. 
3.3 Mechanische Festigkeit von PVA- im Vergleich zu Alginatkugeln 
Für einen Vergleich der mechanischen Festigkeit von PVA-Kugeln wurden Alginatkugeln 
herangezogen, welche wie in Abschnitt 2.6.2 beschrieben, hergestellt wurden. Vor der 
Messung der mechanischen Festigkeit wurden zunächst, analog wie für die PVA-Kugeln in 
Abschnitt 3.2.2, jeweils Volumen, Gewicht, Durchmesser und Dichte der Alginatkugeln 
bestimmt. 
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3.3.1 Dichte, Durchmesser, Volumen und Gewicht von Alginatkugeln 
Auch hier lagen die gemessenen Durchmesser als auch die bestimmten Volumina unter den 
berechneten bzw. erwarteten Werten (Tab. 7). Eingetropfte Volumina von 10, 25 und 50 µL 
ergaben Alginatkugeln mit maximal 51 % des eingesetzten Volumens. Ihr Durchmesser 
entsprach nur ca. 75–80 % des erwarteten. Die mittlere Dichte der Kugeln lag bei 1,14 g·mL-1. 
Der Alginatgehalt der aus 2%iger Alginatlösung hergestellten Kugeln lag bei 3,6 % und der 
Wassergehalt betrug demnach 96,4 %. 
Tab. 7: Messdaten für Alginatkugeln 
Eintropfvolumen 
 
[µL] 
erwarteter 
Durchmesser 
[mm] 
Kugelvolumen 
 
[µL] 
Durchmesser 
 
[mm] 
Gewicht 
 
[mg] 
Dichte 
 
[g·mL-1] 
10 2,67 4,22±0,12 2,01±0,02 5,1±0,2 1,22 
25 3,63 12,10±0,54 2,85±0,04 13,5±0,5 1,11 
50 4,57 25,45±0,75 3,65±0,04 27,9±0,3 1,10 
3.3.2 Messung der mechanischen Festigkeit 
Unmittelbar nach der Bestimmung des Durchmessers (3.2) wurde die Druckstabilität (2.8.2) 
jeder einzelnen Kugel gemessen. Hierbei wurde zunächst die gemessene Gewichtszunahme 
über die Zeit aufgezeichnet die durch das Herabsenken des Stempels auf die Kugel zustande 
kam, wie die Messapparatur (Abb. 9, S. 31) verdeutlicht. Der Stempel wurde mit einer 
Spannung von 1,2 V und einer Stromstärke von 0,59–0,65 A abgesenkt. Daraus resultierte 
eine konstante Vorschubgeschwindigkeit des Stempels von 5,27 mm·min-1, die bei allen 
Messungen verwendet wurde. 
Die auf die unterschiedlichen Gelkugeln einwirkende Gewichtskraft F während ihrer 
Kompression wurde anhand der auf S. 31 angegebenen Formel (5) errechnet. Die Strecke d 
des Stempelvorschubes wurde mit Hilfe der zuvor ermittelten Vorschubgeschwindigkeit des 
Stempels und der gemessenen Zeit t bestimmt (Formel (6), S. 32). Abb. 28 zeigt die Kurven 
der absolut gemessenen Werte; Abb. 29 ermöglicht durch die Darstellung der relativen Werte 
einen direkten Vergleich des Kompressionsverhaltens unterschiedlich großer Kugeln. Die 
zunehmend steiler ansteigenden Kurvenverläufe laufen auf einen Endpunkt hin. An diesem 
Punkt hat die Kugel ihre maximale Kompression (Kmax) erlangt. Eine weitere Zunahme der 
resultierenden Kraft war nur noch auf das Fortführen des Stempelvorschubes zurückzuführen. 
Daher wurden die gemessenen Werte für die Darstellung bereits bereinigt und jede Kurve 
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zeigt einen Endpunkt auf. Die Kraft bei maximaler Kompression wird als Fmax bezeichnet und 
wird neben Kmax und der Festigkeit in Tab. 8 aufgeführt. 
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Abb. 28: Kompressionsverlauf mit absolut gemessenen Kompressionswerten 
Die konstante Vorschubgeschwindigkeit des Stempels betrug 5,27 mm·min-1. Der senkrechte Anstieg 
der Kurve zeigt das Erreichen der absoluten Kompression der unterschiedlich großen Alginat- und 
PVA-Gelkugeln mit Fmax. 
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Abb. 29: Kompressionsverlauf mit relativen Kompressionswerten 
Die konstante Vorschubgeschwindigkeit des Stempels betrug 5,27 mm·min-1. Die Kompression der 
verschiedenen Kugeln wurde hier relativ zu ihrem jeweiligen Durchmesser aufgetragen. Die 
maximale Kompression liegt somit für alle Kugeln bei 100 %. 
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Die Kurvenverläufe mit den relativen Kompressionswerten verdeutlichen, dass tendenziell die 
Kompressionskräfte für die Alginatkugeln bereits bei niedrigerer Kompression ansteigen. Die 
am Endpunkt der Kurven aus Fmax und Kmax berechneten Werte für die Festigkeit liegen für 
Alginat jeweils höher als für PVA. Zudem zeigen die PVA-Kugeln mit zunehmender Größe 
eine Abnahme in ihrer Festigkeit, während die Festigkeit bei den Alginatkugeln leicht steigt 
bzw. gleich bleibt. 
Tab. 8: Maximale Kompression Kmax und Kompressionskraft Fmax für PVA- und Alginatkugeln 
unterschiedlicher Größe 
Matrix Volumen 
[µL] 
Fmax 
[N] 
Kmax 
[mm] 
Festigkeit 
[N·mm-1] 
10 5,22±0,84 2,26 2,31±0,37 
25 5,27±1,47 2,71 1,94±0,54 
PVA 
50 6,17±1,49 3,57 1,73±0,42 
10 5,33±1,78 1,93 2,76±0,92 
25 7,04±1,51 2,32 3,03±0,65 
Alginat 
50 8,82±1,05 2,88 3,06±0,36 
 
Für die PVA-Kugeln konnte mit der verwendeten Messmethode für keine der getesteten 
Kugelgrößen ein Bruchpunkt festgestellt werden. Bei der Kompression der kleinsten 
Alginatkugeln ist ein anderer Kurvenverlauf als für die beiden größeren Kugeln zu erkennen 
(Abb. 29). Die kurzzeitige Unterbrechung des sonst stetigen Anstiegs der Kurve bei einer 
relativen Kompression von ca. 82 %, könnte auf einen Bruchpunkt hinweisen. Die an diesem 
Punkt bestimmte kritische Kompressionskraft Fkrit. würde demnach ca. 1,8 N betragen. 
3.3.3 Einfluss organischer Lösungsmittel auf die mechanische Festigkeit von PVA 
Für PVA wurde zusätzlich die mechanische Festigkeit nach einer Lagerung in 
verschiedenartigen Lösungsmitteln überprüft, um eventuelle Veränderungen der 
Gelbeschaffenheit feststellen und die Erkenntnisse bei der Wahl eines geeigneten 
Lösungsmittels für die Synthesen (3.4) mit berücksichtigen zu können. Als Referenz dienten 
PVA-Kugeln, die nach ihrer Herstellung im Silikonöl gelagert wurden. Vor allem PVA-
Kugeln, die in Methyltertbutylether (MTBE), c-Hexan und n-Heptan gelagert wurden, zeigten 
keinen Unterschied bezüglich ihres Kompressionsverhaltens (Abb. 30) verglichen mit 
Kugeln, die dem Herstellungszustand entsprachen, d. h. in Silikonöl gelagert wurden. Für in 
n-Hexan, Diethylether (DEE), Dibutylether (DBE), 1-Hexanol, 1-Octanol, Ethylacetat (EA) 
und 2-Octanon gelagerte PVA-Kugeln zeigte sich eine leichte Veränderung der 
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Kompressionskurven. Diesen Lösungsmitteln ausgesetzte PVA-Kugeln werden bei 
vergleichsweise niedrigeren Kräften bereits maximal komprimiert. Im Vergleich hierzu wich 
der Verlauf der Kompressionskurve für in Isopropylether (IPE) gelagerte PVA-Kugeln stark 
ab. Ihre Festigkeit nahm durch den Lösungsmitteleinfluss stark ab. IPE war das einzige 
Lösungsmittel, welches einen deutlich negativen Einfluss auf die Festigkeit bzw. 
Beschaffenheit der PVA-Matrix hat. 
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Abb. 30: Kompressionsverhalten von PVA-Kugeln (25 µL) nach Lösungsmittel-Exposition 
3.4 Synthese von (R)-Benzoinderivaten mit PVA-immobilisierter BAL 
Die vorangegangenen Untersuchungen in Bezug auf die physikochemischen und 
mechanischen Eigenschaften hatten gezeigt, dass es sich bei dem PVA-Hydrogel in vielerlei 
Hinsicht um eine sehr stabile sowie feste Polymerstruktur handelt. Im Folgenden wurden die 
Eigenschaften und Funktionen von PVA als Immobilisierungsmatrix für die BAL getestet. 
Die spezifischen Reaktionsparameter für die Carboligation im PVA-stabilisierten 
Zweiphasensystem (2.5) wurden aus Ansätzen mit löslicher BAL im einphasigen, wässrigen 
System (Demir et al. 2001) und den von Stillger (2004) und Janzen (2002) ermittelten 
optimalen Bedingungen für die BAL kombiniert: pH 8,0, 30 °C, 50 mM KPi-Puffer, 2,5 mM 
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Mg2+ und 0,1 mM ThDP. Als Standardsubstrat diente 3-FA mit einer Konzentration von 
50 mM. 
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Abb. 31: Gelstabilisiertes Zweiphasen-Reaktionssystem 
Die in die kugelförmige PVA-Matrix eingehüllte BAL soll bei der Carboligation den aus dem 
Lösungsmittel in die Kugel hinein diffundierenden Aldehyd mit Hilfe von ThDP und Mg2+-Ionen zum 
entsprechenden Benzoin-Derivat umsetzen. Das Produkt kann aus dem umgebenden Lösungsmittel 
gewonnen werden. 
3.4.1 Wahl eines geeigneten Enzympräparates für die PVA-Immobilisierung 
Es galt ein für die Immobilisierungsmethode geeignetes Enzympräparat zu ermitteln. Als 
mögliche Formen für eine längerfristige Lagerung des Enzyms kam entweder ein 
Enzympulver oder eine mit Glyzerin versetzte enzymhaltige Lösung infrage. Diese beiden 
Enzympräparate wurden für die Herstellung von PVA-Immobilisaten verwendet und 
vergleichsweise in eine Synthese im analytischen Maßstab (2.5) eingesetzt. Die 
Enzymbeladung pro g PVA-Matrix bzw. pro Ansatz betrug 2,1 U für die pulverförmige und 
2,3 U für die gelöste BAL. Der Ansatz mit Enzympulver zeigte mit 94 % eine um 24 % 
höhere Substratabnahme und eine in der Hexanphase nachweisbare vierfach höhere 
Produktmenge (Abb. 32). Obwohl die Enzymbeladung der PVA-Immobilisate bei der 
Verwendung des BAL-Lyophilisats minimal geringer war als für die Enzymlösung, konnten 
für das Lyophilisat zu jedem der gemessenen Zeitpunkte – vier, sechs und acht Tage – höhere 
Produktmengen nachgewiesen werden. Daher wurde bei allen nachfolgenden 
Immobilisierungen stets die lyophilisierte BAL für die Herstellung der PVA-Immobilisate 
verwendet. 
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Abb. 32: Vergleich zweier Enzympräparate für den Einsatz im gelstabilisierten Zweiphasensystem 
In Glyzerin gelöste BAL und ihr Lyophilisat wurden im Vergleich für die 3,3’-Furoinsynthese in n-
Hexan eingesetzt. Substrat- (3-FA) und Produktkonzentrationen (3,3’-Furoin) sind hier über einen 
Zeitverlauf von 8 d aufgetragen. 
3.4.2 Wahl eines geeigneten Lösungsmittels für die Synthese 
Für die Ermittlung eines adäquaten Lösungsmittels für das gelstabilisierte Zweiphasensystem 
fungierten verschiedene Alkane, Ether, Alkohole sowie 2-Octanon und EA. Hierbei handelt es 
sich um organische Lösungsmittel, die häufig in flüssigen Zweiphasensystemen zum Einsatz 
kommen. Die verwendeten PVA-Immobilisate besaßen eine Enzymbeladung von 0,5 U BAL 
pro mL PVA-PEG-Lösung. Eine qualitative Bestimmung erfolgte bereits begleitend zu den 
Synthesen mit Hilfe einer DC (Mischungsverhältnis n-Hexan zu Ethylacetat 8:2). Für einen 
genaueren, quantitativen Vergleich wurde für jede Synthese (2.5) der prozentuale Anteil des 
Substrates (3-FA), des Produktes ((R)-3,3’-Furoin) und Nebenproduktes (Diketon) bezogen 
auf die Gesamtmenge aller drei Substanzen ermittelt. Um die Proben mit der HPLC 
analysieren zu können, wurde zunächst eine Extraktion der jeweiligen Lösungsmittelphase 
mit Wasser und anschließend mit n-Hexan durchgeführt. 
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Sowohl mit der DC als auch mit der HPLC war bei den Synthesen in 2-Propanol, DBE und 
IPE kein Produkt und in 2-Octanon bzw. MTBE mit knapp 5 % bzw. 17 % am wenigsten 
Produkt messbar (Abb. 33). Demzufolge weisen diese fünf Lösungsmittel die höchsten 
Substratanteile mit über 95 % bzw. für MTBE mit etwas über 80 % auf. Für n-Heptan, c- und 
n-Hexan sowie DEE liegen die Produktanteile zwischen 20 und 35 %; hinzu kommt ein sehr 
hoher Nebenproduktanteil von 54 und 67 %, wodurch der verbleibende Anteil an Substrat mit 
Werten von 12–18 % sehr gering ausfällt. Bei den Synthesen in 1-Octanol, 1-Hexanol und EA 
wiederum verblieb ein leicht höherer Substratanteil von 35–50 %, allerdings konnten hier die 
höchsten Produktanteile (52–59 %) bei einem sehr geringen Anteil an Nebenprodukt (1–6 %) 
gemessen werden. Am besten geeignet schienen die drei eingesetzten Alkane sowie DEE mit 
einem Substratanteil von nur noch 10–15 % und somit dem höchsten Produkt- und 
Nebenproduktanteil. 
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Abb. 33: Prozentualer Substrat-, Produkt- und Nebenproduktanteil im PVA-stabilisierten 
Zweiphasensystem mit verschiedenen organischen Lösungsmitteln für die (R)-3,3’-Furoin-
Synthese 
Als weiteres Ausschlusskriterium diente die Wasserlöslichkeit der verbleibenden 
Lösungsmittel im Hinblick auf den Einsatz in dem gelstabilisierten Zweiphasensystem. Da 
DEE mit 69 g·L-1 bei 20 °C mit Abstand die höchste Löslichkeit besitzt, verblieben nur noch 
die drei Alkane. Bei der Verwendung der Alkane als Lösungsmittel bildeten sich zudem in 
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den Reaktionsgefäßen für das Produkt typische, farblose Nadeln, die in Abschnitt 3.5 noch 
genauer beschrieben werden. Zumindest wies dieses Ausfallprodukt auf eine 
Löslichkeitsüberschreitung aufgrund hoher Konzentrationen und somit eine in Wirklichkeit 
höhere Produktmenge hin, als die, die bei der HPLC-Messung erfasst wurde. Für n-Hexan 
liegt die Löslichkeit in Wasser um das ca. 7000fache niedriger als für DEE. Sein logP-Wert 
von 3,9 liegt zwischen denen von c-Hexan und n-Heptan und schien geeignet für den Einsatz 
in einem Zweiphasensystem. Eine Diffusion der im folgenden Abschnitt genannten 
aromatischen und heterozyklischen Aldehyde (logP 0,8 bis 2,2) in die hydrophilen PVA-
Immobilisate sollte somit gewährleistet sein und eine Extraktion ihrer hydrophoberen 
Produkte möglich sein. Zudem hatten die vorangegangenen Verteilungsexperimente (3.2.5) 
gezeigt, dass bei der Verwendung von n-Hexan die Konzentration der hydrophoben Aldehyde 
in der Wasserphase begünstigt war. Ein Vordringen des Substrats in die PVA-Kugeln zu den 
Enzymen sollte somit gewährleistet sein. 
3.4.3 Synthesen im präparativen Maßstab und Analyse der (R)-Benzoine 
In Vorversuchen wurden unterschiedlich substituierte, aromatische und heterozyklische 
Aldehyde bezüglich ihres Potenzials als Substrat für die BAL untersucht. Eindeutige 
Syntheseprodukte und zudem die besten Umsätze zeigten 3-Tolualdehyd (3-TA), 3- und 
4-Ethoxybenzaldehyd (3- und 4-EBA), 3-Furaldehyd (3-FA), 2-Benzofurancarboxaldehyd 
(2-BCA) und 3-Thiophencarboxaldehyd (3-TCA). Des Weiteren zeigte sich, dass tendenziell 
ortho-substituierte aromatische Aldehyde wie z. B 2-Tolualdehyd (2-TA) und 
2-Ethoxybenzaldehyd (2-EBA) sehr schlecht bzw. gar nicht umgesetzt wurden. 
Die Synthesen wurden in dem nicht optimierten PVA-stabilisierten Zweiphasensystem 
durchgeführt. Die zuvor genannten sechs Aldehyde wurden für präparative Syntheseansätze 
im 50-mL-Maßstab eingesetzt. Die Proben aus den Synthesen wurden mit der 
HPLCChiralpak AD-H (2.7.2) analysiert, wobei die Quantifizierung der (R)-Benzoine über die 
Fläche unter dem entsprechenden Substanzpeak erfolgte. Die Trennung von Substrat und 
Produkten aus den Reaktionsansätzen fand mit einer Säulenchromatographie (2.7.5) statt, 
wobei die Zusammensetzung der Eluatfraktionen permanent über DC (2.7.4) kontrolliert 
wurde. Für die Qualifizierung bzw. Charakterisierung der gereinigten Produkte wurde der 
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Drehwinkel α1 bestimmt sowie eine 13C- und 1H-NMR-Analyse1 (2.7.3) durchgeführt. Für die 
Berechnung des Umsatzes Us (Formel (11)) wurde jeweils der zuvor bei einem Verhältnis der 
Phasenvolumina Vorg. und Vwässr. von 4 zu 1 bestimmte Verteilungskoeffizient PH/PVA (Tab. 6, 
S. 53) sowie die gemessenen Substratkonzentrationen in der organischen Phase zu Beginn 
(C0org.) und am Ende (Ctorg.) der Reaktionszeiten herangezogen. Die enzymspezifische 
Produktivität (PdA) (Formel (12)) und die volumetrische Produktivität (PdV) (Formel (13)) 
können unter Einbeziehung der Enzymaktivität (AEnzym) bzw. des Gesamtreaktionsvolumens 
(Vgesamt) ermittelt werden. Darüber hinaus sind für die Berechnung der Produktivitäten jeweils 
der Umsatz (Us), die Anfangskonzentration des Substrates (C0org.), das Volumen der 
organischen Phase (Vorg.), das Molekulargewicht des Produktes (MWProdukt) und die 
Reaktionszeit t notwendig. 
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 (13) 
Us relativer Umsatz 
C0 Anfangsstoffkonzentration [mol·mL-1] 
Ct Stoffkonzentration zum Reaktionszeitpunkt t [mol·mL-1] 
Corg. Stoffkonzentration in einer beliebigen organischen Phase [mol·mL-1] 
Vorg. bzw. Vwässr. Volumen der organischen bzw. wässrigen Phase [mL] 
Vgesamt gesamtes Reaktionsvolumen [mL] 
PH/PVA Verteilungskoeffizient eines Stoffes zwischen n-Hexan und PVA 
AEnzym Enzymaktivität [U] 
PdA enzymbezogene Produktivität [mg·U-1·h-1] 
PdV volumetrische Produktivität [mg·L-1·h-1] 
t Reaktionszeit [h] 
MWProdukt Molekuralgewicht des Produktes [g·mol-1] 
 
1 Durchgeführt von der Arbeitsgruppe Biotransformaciones von Andrés R. Alcántara im Departamento de 
Química y Farmacéutica (Facultad de Farmacia) an der Universidad Complutense in Madrid. 
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Im Folgenden werden die Syntheseverläufe, die Ausbeuten der (R)-Benzoine sowie deren 
Quanti- und Qualität zunächst einzeln aufgeführt. In Tab. 9 (S. 72) sind diese Daten 
gemeinsam mit den berechneten Umsätzen und Produktivitäten zusammengefasst. 
Synthese von (R)-1,2-Bis(3-furanyl)-2-hydroxyethanon ((R)-3,3’-Furoin) (1a) 
Es wurde ein weißer Feststoff mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 23,3 mg pro 50-mL-
Ansatz erhalten. 
Reaktionsgleichung: 
2
BAL, ThDP/Mg2+
30° C, 200 U min-1
O
O
O
OH
O
O
 (1a) 
 MG: 192,2 g·mol-1 
Syntheseverlauf: 
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Abb. 34: Reaktionsgleichung und Syntheseverlauf für die Carboligation von 3-FA mit der BAL 
Analysedaten: 
Polarimeter:  = -110,8 (c 0,0066, CHCl3) 25D]α[
HPLC (Chiralpak AD-H): ee > 97 %, (R) = 18,5 min, [(S) = 20,2 min] 
DC (EA:Petrolether 1:4): Rf = 0,47 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 4,09 (1H, d, J=5,18 Hz, OH), 5,48 (1H, d, J=4,55 Hz, H-2), 6,24 (1H, 
2d, J=0,78, 0,73 Hz, H-4”), 6,70 (1H, 2d, J=0,79 Hz, H-4’), 7,32 (1H, 
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t, J=1,58 Hz, H-5”), 7,36 (1H, t, J=1,81 Hz, H-5’), 7,47 (1H, s, H-2”), 
7,91 (1H, dd, J=0,44, 0,87 Hz, H-2’) 
13C NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 68,59 (C-2), 107,81 (C-4”), 107,89 (C-4’), 122,40 (C-3”), 123,44 
(C-3’), 140,05 (C-2”), 143,01 (C-5”), 143,17 (C-5’), 147,59 (C-2’), 
192,19 (C-2) 
C10H8O4: analytisch berechnet: C, 62,50; H, 4,20 
 gefunden: C, 62,06; H, 4,26 
1,2-Bis(3-furanyl)ethan-1,2-dion (1b) 
Bei dem gereinigten Nebenprodukt handelt es sich um einen gelben Feststoff. 
Strukturformel: 
O
O
O
O
 (1b) 
 MG: 190,2 g·mol-1 
Abb. 35: Strukturformel des Nebenproduktes (1b) 
Analysedaten: 
HPLC (Chiralpak AD-H): Rt = 7,7 min 
DC (EA:Petrolether 1:4): Rf = 0,66 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm): 8,53 (2H, s, H-1), 7,49 (2H, t, J=1,60 Hz, H-5), 6,93 (2H, d, 
J=1,51 Hz, H-4) 
13C NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 109,5 (C4’), 123,35 (C3’), 144,37 (C5’), 152,30 (C2’), 184,49 
(C=O) 
C10H6O4: analytisch berechnet: C, 63,16; H, 3,18 
 gefunden: C, 63,24; H, 3,21 
(R)-1,2-Bis(3-thienyl)-2-hydroxyethanon ((R)-3,3’-Thenoin) (2) 
Es wurde ein gelbliches Öl mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 19,4 mg pro 50-mL-
Ansatz erhalten. 
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Reaktionsgleichung: 
O
O
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2
S
S
S
BAL, ThDP/Mg2+
30° C, 200 U min-1  (2) 
 MG: 224,3 g·mol-1 
 
Syntheseverlauf: 
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Abb. 36: Reaktionsgleichung und Syntheseverlauf für die Carboligation von 3-TCA mit der BAL 
Analysedaten: 
Polarimeter:  = -103,96 (c 0,005, CHCl3) 25D]α[
HPLC (Chiralpak AD-H): ee > 99 %, (R) = 42,4 min 
DC (EA:Petrolether 1:4): Rf = 0,65 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 4,34 (1H, d, J=6,03 Hz, OH), 5,84 (1H, d, J=6,01 Hz, H-2), 6,99 (1H, 
dd, J=4,99 Hz, J=1,21 Hz, H-4”), 7,28 (1H, d, J=2,83 Hz, H-2”), 7,29 
(1H, dd, J=2,91, 0,69 Hz, H-5”), 7,33 (1H, dd, J=2,70, 1,09 Hz, 
H-5’), 7,51 (1H, dd, J=5,13, 1,17 Hz, H-4’), 8,04 (1H, dd, J=2,84, 
1,20 Hz, H-2’) 
13C NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 72,42 (C-2), 124,21 (C-2”), 124,24 (C-4”), 126,57 (C-5”), 127,06 
(C-4’), 127,25 (C-5’), 134,21 (C-2’), 192,39 (C-1) 
C10H8O2S2: analytisch berechnet: C, 53,55; H, 3,59; S, 28,59 
 gefunden: C, 53,52; H, 3,92; S, 27,36 
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(R)-1,2-Bis(3-ethoxyphenyl)-2-hydroxyethanon ((R)-3,3’-Diethoxybenzoin) (3) 
Es wurde ein gelbliches Öl mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 42,3 mg pro 50-mL-
Ansatz erhalten. 
Reaktionsgleichung: 
O
O
OH
2
O
O
O
BAL, ThDP/Mg2+
30° C, 200 U min-1
 (3) 
 MG: 300,35 g·mol-1 
Syntheseverlauf: 
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Abb. 37: Reaktionsgleichung und Syntheseverlauf für die Carboligation von 3-EBA mit der BAL 
Analysedaten: 
Polarimeter:  = -128,2 (c 0,028, CHCl3) 25D]α[
HPLC (Chiralpak AD-H): ee > 99 %, (R) = 34,3 min 
DC (EA:Petrolether 1:4): Rf = 0,73 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 1,36 (3H, t, J=6,03 Hz, CH3), 1,38 (3H, t, J=6,03 Hz, CH3), 3,96 (2H, 
m, CH2), 4,07 (2H, m, CH2), 4,59 (1H, d, J=6,11 Hz, OH), 5,86 (1H, 
d, J=5,82 Hz, H-2), 6,78 (1H, m, H-4”), 6,83 (1H, m, H-2”), 6,90 
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(1H, m, H-6”), 7,04 (1H, m, H-4’), 7,21 (1H, t, J=7,92 Hz, H-5”), 
7,26 (1H, t, J=7,96 Hz, H-5’), 7,43 (1H, m, H-2’), 7,46 (1H, m, H-6’) 
13C NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 14,44 (C-CH3), 14,66 (C-CH3), 63,66 (C-CH2), 66,42 (C-CH2), 73,20 
(C-2), 113,70 (C-2’), 113,87 (C-4”), 114,66 (C-2”), 120 (C-4’), 
120,93 (C-6’), 121,60 (C-6”), 129,62 (C-5’), 130,12 (C-5”), 134,71 
(C-1”), 140,41 (C-1’), 159,06 (C-3’), 159,43 (C-3”), 198,71 (C-1) 
C18H20O4: analytisch berechnet: C, 71,98; H, 6,71 
 gefunden: C, 71,91; H, 6,65 
(R)-1,2-Bis(4-ethoxyphenyl)-2-hydroxyethanon ((R)-4,4’-Diethoxybenzoin) (4a) 
Es wurde ein weißer Feststoff mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 53,1 mg pro 50-mL-
Ansatz erhalten. 
Reaktionsgleichung: 
O
O
O
O
OH
O
2
BAL, ThDP/Mg2+
30° C, 200 U min-1
 (4a) 
 MG: 300,55 g·mol-1 
Syntheseverlauf: 
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Abb. 38: Reaktionsgleichung und Syntheseverlauf für die Carboligation von 4-EBA mit der BAL 
68   3 Ergebnisse 
Analysedaten: 
Polarimeter:  = -94,61 (c 0,010 g, CH3OH) 25D]α[
HPLC (Chiralpak AD-H): ee > 99 %, (R) = 55,5 min 
DC (EA:Petrolether 1:4): Rf = 0,62 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 1,36 (3H, t, J=7 Hz, CH3), 1,39. (3H, t, J=7,01 Hz, CH3), 3,96 (2H, c, 
J=6,99 Hz, CH2), 4,03 (2H, c, J=7 Hz, CH2), 4,57 (1H, d, J=6,02 Hz, 
OH), 5,83 (1H, d, J=6,01 Hz, H-2), 6,81 (2H, m, H-3’ und H-5’), 6,83 
(2H, m, H-3” und H-5”), 7,21 (1H, m, H-6”), 7,23 (1H, m, H-2”), 
7,86 (1H, m, H-6’), 7,88 (1H, m, H-2’) 
13C NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 14,58 (C-CH3), 14,78 (C-CH3). 63,40 (C-CH2), 63,79 (C-CH2), 75,23 
(C-2), 114,28 (C-3’ und C-5’), 114,98 (C-3” und C-5”), 128,98 (C-2’ 
und C-6’), 131,56 (C-2” und C-4”), 126,10 (C-1’ und C-1”), 163,41 
(C-4’), 197,32 (C-1) 
C18H20O4: analytisch berechnet: C, 71,98; H, 6,71 
 gefunden:  C, 71,79; H, 6,70 
1,2-Bis(4-ethoxyphenyl)ethan-1,2-dion (4b) 
Bei dem gereinigten Nebenprodukt handelt es sich um einen gelben Feststoff. 
Strukturformel: 
O
O
O
O  (4b) 
 MG: 298,33 g·mol-1 
Abb. 39: Strukturformel des Nebenproduktes von 4a 
Analysedaten: 
DC (EA:Petrolether 1:4): Rf = 0,81 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm): 7,95 (4H, d, J=8,88 Hz, H-2’, H-6’ H-2’’ und H-6’’), 6,97 (4H, 
d, J=8,91 Hz, H-3’, H-5’, H-3’’ und H-5’’), 4,14 (4H, c, J=6,98 
Hz, CH2), 1,47 (6H, d, J=6,98 Hz, CH3) 
13C NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 14,99 (CH3), 64,38 (CH2), 115,08 (C3’, C5’, C3’’ und C5’’), 
126,56 (C1’ und C1’’), 132,77 (C2’, C6’, C2’’ und C6’’), 
164,68 (C4’ und C4’’), 193,94 (C=O) 
C18H18O4: analytisch berechnet: C, 72,47; H, 6,08 
 gefunden: C, 72,42; H, 6,11 
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(R)-1,2-dim-tolyl-2-hydroxyethanon ((R)-3,3’-Dimethylbenzoin) (5) 
Es wurde ein gelbliches Öl mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 76,3 mg pro 50-mL-
Ansatz erhalten. 
Reaktionsgleichung: 
O
O
OH
2
BAL, ThDP/Mg2+
30° C, 200 U min-1
 (5) 
 MG: 240,3 g·mol-1 
Syntheseverlauf: 
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Abb. 40: Reaktionsgleichung und Syntheseverlauf für die Carboligation von 3-TA mit der BAL 
Analysedaten: 
Polarimeter:  = -123,6 (c 0,00275, CHCl3) 25D]α[
HPLC (Chiralpak AD-H): ee > 99 %, (R) = 17,2 min 
DC (EA:Petrolether 1:4): Rf = 0,77 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm): 2,29 (3H, s, CH3), 2,34 (3H, s, CH3), 4,53 (1H, d, J=5,77 Hz, 
OH), 5,89 (1H, d, J=5,46 Hz, H-2), 7,13 (1H, m, H-4”), 7,13 
(1H, m, H-2”), 7,06 (1H, m, H-6”), 7,19 (1H, m, H-5”), 7,25 
(1H, m, H-4’), 7,32 (1H, m, H-5’), 7,68 (1H, m, H-6’), 7,76 
(1H, m, H-2’) 
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13C NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 21,27 (C-CH3), 21,30 (C-CH3), 76,15 (C-2), 124,93 (C-6’), 
126,43 (C-6”), 128,23 (C-4”), 128,46 (C-5’), 128,93 (C-2’), 
129,32 (C-5”), 129,57 (C-4’), 133,50 (C-1”), 134,69 (C-2”), 
138,47 (C-1’), 138,67 (C-3’), 138,87 (C-3”), 199,14 (C-1) 
C16H16O2: analytisch berechnet: C, 79,97; H, 6,71 
 gefunden:  C, 79,86; H, 6,75 
(R)-1,2-Bis(2-benzofuranyl)-2-hydroxyethanon (6a) 
Dieses (R)-Benzoin konnte aufgrund starker Oxidation zu der Verbindung (6b) nicht isoliert 
werden. 
Reaktionsgleichung: 
2
O
O
O
O
OH
OBAL, ThDP/Mg
2+
30° C, 200 U min-1
 (6a) 
 MG: 292,3 g·mol-1 
Syntheseverlauf: 
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Abb. 41: Reaktionsgleichung und Syntheseverlauf für die Carboligation von 2-BCA mit der BAL 
Analysedaten: 
HPLC (Chiralpak AD-H): ee > 74,7 %, (R) = 43,3 min, [(S) = 26,6 min] 
DC (EA:Petrolether 1:4): Rf = 0,62 
C18H12O4: analytisch berechnet: C, 73,97; H, 4,14 
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1,2-Di(benzofuran-2-yl)ethan-1,2-dion (6b) 
Bei dem gereinigten Nebenprodukt handelt es sich um einen gelben Feststoff. 
Strukturformel: 
O
O
O
O
 (6b) 
 MG: 290,27 g·mol-1 
Abb. 42: Strukturformel des Nebenproduktes von 6a 
Analysedaten: 
1H NMR (250 MHz, CDCl3) δ (ppm): 8,04 (2H, d, H-3’ und H-3’’), 7,79 (2H, d, J=12,22 Hz, H-4’ 
und H-4’’), 7,66 (2H, dd, J=8,5, 0,85 Hz, H-7’ und H-7’’), 7,57 
(2H, m, H-6’ und H-6’’), 7,37 (2H, m, H-5’ und H-5’’) 
13C NMR (250 MHz, CDCl3) δ: 113,08 (C7’ und C7’’), 121,52 (C3’ und C3’’), 124,67 (C6’ und 
C6’’), 124,85 (C5’ und C5’’), 127,38 (C3a’ und C3a’’), 130,43 
(C4’ und C4’’), 149,45 (C2’ und C2’’), 157,05 (C7a’ und 
C7a’’), 178,98 (beide C=O) 
C18H10O4: analytisch berechnet: C, 74,48; H, 3,47 
 gefunden: C, 74,49; H, 3,50 
Die Trennung der (R)-Benzoine von dem jeweiligen Substrat und den möglichen 
Nebenprodukten erfolgte über eine Kieselgelsäule (2.7.5). Die Differenz der 
Retentionsfaktoren Rf (Formel (4), S. 29) von Substrat und Produkt bei der DC (2.7.4) lagen 
bei einer Zusammensetzung der mobilen Phase aus EA und Petrolether im Verhältnis 1:4 bei 
mindestens 0,3. Somit war eine ausreichend gute Trennung bei der Säulenchromatographie 
gewährleistet. 
Bei den Analysen wurde festgestellt, dass in verstärktem Maße bei der Verwendung von 3-FA 
und in Spuren bei der Carboligation von 4-EBA und 2-BCA jeweils neben den erwarteten 
Produkten (R)-3,3’-Furoin (1a), (R)-4,4’-Diethoxybenzoin (4a) bzw. (R)-1,2-Bis(2-
benzofuranyl)-2-hydroxyethanon (6a) auch ihre Diketonkomponenten 1,2-Bis(3-
furanyl)ethan-1,2-dion (1b), 1,2-Bis(4-ethoxyphenyl)ethan-1,2-dion (4b) bzw. 1,2-
Di(benzofuran-2-yl)ethan-1,2-dion (6b) als Oxidationsprodukte gebildet wurden. Des 
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Weiteren reduzierten sich die ee-Werte (Tab. 9) für die (R)-Enantiomere (1a) und (6a) im 
Laufe der Synthese durch die Entstehung des zugehörigen (S)-Enantiomers, wie HPLC-
Messungen zeigten. Alle weiteren (R)-Benzoine wiesen ee-Werten von >99 % auf. Die 
Bildung dieser Oxidationsprodukte sowie (S)-Enantiomere wird in 3.5 anhand der Synthese 
von (R)-3,3’-Furoin (1a) genauer untersucht. 
Tab. 9: Carboligationen von Aldehyde in n-Hexan mit PVA-immobilisierter BAL 
Die Angaben der linken Tabellenhälfte beziehen sich auf die Aldehyde: logP-Wert, experimentell 
ermittelter Verteilungskoeffizient PH/PVA für Hexan/PVA (4:1), Anfangskonzentration C0, 
Konzentratoin Ct zum Zeitpunkt t, Umsatz Us. Der grau hinterlegte rechte Teil gibt Werte bezüglich 
der (R)-Benzoine wieder: Produktivitäten PdA und PdV; Ausbeuten Y; Enantiomerenüberschüsse ee. 
Aromat logP* 
 
PH/PVA+ C0 
[mM] 
Ct 
[mM] 
C0–Ct 
[%] 
t 
[h] 
Us 
[%] 
PdA 
[mg·U-1·h-1]
PdV 
[mg·L-1·h-1] 
Y 
[%] 
ee 
[%]
3-FA 0,34 0,7 42,8 7,3 83,0 20,0 76,9 1,3 127 16,4 94,7
3-TCA 1,71 2,1 39,2 18,1 70,9 49,75 48,3 0,3 17,1 6,9 >99 
2-BCA 1,45 6,0 50,0 32,0 60,5 31,25 33,3 0,6 62,3 6,6 74,7
3-TA 2,27 18,5 50,0 30,5 49,5 31,25 38,2 0,6 58,7 31,8 >99 
3-EBA 1,99 18,5 27,1 18,8 44,5 31,25 29,7 0,3 30,9 26,0 >99 
4-EBA 1,99 18,5 50,7 37,2 32,5 50,25 25,6 0,3 31,1 17,7 >99 
2-FA 0,34 0,7++ 48,4 30,1 37,8 17,0 15,6 0,3 34,0 n.b. >99 
3,5-DBA 1,53** n.b. 26,4 15,0 43,2 22,0 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 
2-TA 2,27 18,5++ 50,0 >48,0 <4,0 72,0 <2,7 <0,02 <1,8 n.b. n.b. 
2-EBA 1,99 18,5++ 50,0 50,0 0 72,0 0 0 0 n.b. n.b. 
4-IBA 3,02 n.b. 50,0 >48,0 <4,0 72,0 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 
* Berechnet nach der Ghose und Crippen ´s Fragmentations Methode (1987) (Phasenverhältnis Octanol zu Wasser 1:1). 
** Angabe bei Advanced Chemistry Development (ACD) unter Verwendung der Software Solaris V4.67 (© 1994–2004 ACD) 
(Phasenverhältnis Octanol zu Wasser 1:1). 
+ Experimentell ermittelte Verteilungskoeffizienten (Phasenverhältnis Hexan zu PVA 4:1) (siehe Tab. 6, S. 53). 
++ Nicht experimentell ermittelter, Verteilungskoeffizient wurde vom Strukturisomer 3-FA übernommen. 
Die Synthesen wurden nach 72 h beendet, mit Ausnahme der (R)-3,3’-Furoin-Synthese, die 
bereits aufgrund der Erfahrungen aus 3.4.1 nach 20 h beendet wurde. Für die Berechnungen 
der in Tab. 9 angegebenen Parameter wurden allerdings die Zeitpunkte der Synthesen 
herangezogen, bei denen bereits die maximale Substratabnahmen bzw. Produktmenge 
erkennbar waren. Den besten Umsatz mit 76,9 % zeigte die BAL mit 3-FA als Substrat bei 
einer Produktivität von 127 mg·L-1·h-1. Allerdings fielen die Ausbeuten an gereinigtem 
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Produkt (1a) mit 16,4 % vergleichsweise durchschnittlich aus. Trotz einer um mehr als die 
Hälfte geringeren Substratabnahme von 32,5 % – gleichzeitig sogar geringsten Abnahme aller 
betrachteten Aldehyde – ist die Produktausbeute von (4a) für 4-EBA mit 17,7 % vergleichbar. 
Das meiste Produkt wurde bei der Reaktion mit 3-TA erhalten, nämlich Ausbeuten von 
31,8 % (R)-3,3’-Dimethylbenzoin (5). Auffällig ist, dass Substratabnahme, Umsatz und 
Produktivitäten mit zunehmendem logP-Wert der aromatischen Aldehyde sinken. Die 
Ausbeute an isoliertem Produkt hingegen zeigt keine eindeutige Tendenz. 
Neben den zuvor analysierten, neu synthetisierten sechs Benzoinen sind in Tab. 9 zusätzlich 
Daten von Synthesen weiterer fünf Benzoine aufgeführt, die nicht im präparativen Maßstab 
durchgeführt wurden. Für 2-Furaldehyd (2-FA), 3,5-Dimethoxybenzaldehyd (3,5-DBA), 
2-TA, 2-EBA und 4-Isopropylbenzaldehyd (4-IBA) existieren somit keine Angaben über die 
Ausbeuten der gereinigten Produkte. Die Verteilungskoeffizienten für 3,5-DBA und 4-IBA 
bei einem Phasenverhältnis von 4:1 (n-Hexan zu PVA) wurden nicht bestimmt (n.b.). 
Demzufolge konnten für diese beiden Substrate auch keine Umsätze und Produktivitäten 
berechnet werden. Für 2-FA, 2-TA und 2-EBA wurden die Verteilungskoeffizienten ihrer 
Strukturisomere zugrunde gelegt. Allerdings war nur in der Synthese von (R)-2,2’-Furoin eine 
deutliche Substratabnahme sowie Produktbildung messbar und somit eine entsprechende 
Berechnung des Umsatzes und der Produktivitäten möglich. 
3.5 Charakterisierung der (R)-3,3’-Furoin-Synthese 
Bei den Carboligationen von 3-FA, 4-EBA und 2-BCA (3.4.3) traten als Nebenprodukte der 
BAL-katalysierten Reaktionen das Diketon und das (S)-Enantiomer auf. Am deutlichsten 
zeigte sich dieses Phänomen bei der Synthese von (R)-3,3’-Furoin (1a). In den folgenden 
Abschnitten wird diese Reaktion genauer untersucht und charakterisiert sowie Modifikationen 
der Reaktionsparameter vorgenommen, um die Nebenreaktionen zu unterbinden. 
3.5.1 Vergleich des Reaktionsverlaufs im 5-ml- und 50-ml-Maßstab 
Für die genauere Untersuchung der (R)-3,3’-Furoin-Synthese mit der BAL im PVA-
stabilisierten Zweiphasensystem wurden die Reaktionsansätze über vier Tage unter 
Standardbedingungen im 5-mL- und 50-mL-Maßstab inkubiert (Abb. 43). 
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Abb. 43: Vergleich des zeitlichen Verlaufs einer (R)-3,3’-Furoin-Synthese im 5-ml- und 50-ml-Maßstab 
Der zeitliche Ablauf der Produkt- und Nebenproduktbildung war für beide Maßstäbe 
identisch. 3,3’-Furoin konnte jeweils bereits bei der ersten Messung nach 1,5 h nachgewiesen 
werden. Hierbei handelte es sich ausschließlich um das (R)-Enantiomer. Bei der nächsten 
Messung nach 18 h wurde auch das Diketon detektiert und erstmals nach 24 h das (S)-
Enantiomer. Der Zeitpunkt und die Reihenfolge des Auftretens von Produkt und 
Nebenprodukten waren für beide Maßstäbe identisch und konnten in weiteren Synthesen 
immer wieder bestätigt werden. Darüberhinaus zeigte sich, dass bereits vor den oben 
genannten 18 h geringe Diketonkonzentrationen gemessen werden konnten. 
Der einzige Unterschied beim Vergleich der beiden Maßstäbe war, dass der Diketongehalt für 
den 5-mL-Maßstab stärker zunahm, besonders nach einer Synthesezeit von 24 h. Die Verläufe 
der Substratabnahme und der Bildung von (R)- und (S)-3,3’-Furoin sowie ihre 
Konzentrationen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten hingegen zeigten sehr gute 
Übereinstimmungen. Nach 24 h war nahezu der maximale Umsatz erreicht. Bei längerer 
Inkubationszeit wurde die Reaktion durch eine verstärkt einsetzende Bildung von Diketon 
und (S)-Enantiomer negativ beeinflusst. Betrachtet man z. B. den ee-Wert der Reaktion für 
das gewünschte Produkt (R)-3,3’-Furoin (1a), so beträgt dieser hier nach 23 h noch >99 % 
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und sinkt in den darauffolgenden 24 h auf 89 % ab. Die Diketonkonzentration verdreifachte 
sich in dieser Zeit. Diese Erkenntnisse führten dazu, die (R)-3,3’-Furoin-Synthese spätestens 
nach 24 h abzubrechen (3.5.5). 
3.5.2 Einfluss der BAL bzw. der PVA-Matrix auf die Bildung der Nebenprodukte 
Um zu untersuchen, ob die Nebenproduktbildung enzymatisch bzw. matrixbedingt ist, wurden 
zum kritischen Zeitpunkt nach 19 h die BAL-PVA-Immobilisate aus den Syntheseansätzen 
entfernt. Die Konzentrationen der Substanzen in der Hexanphase waren zu diesem Zeitpunkt 
in allen Ansätzen nahezu identisch (Abb. 44). Neben der reinen Hexanphase wurden Ansätze 
mit neu hinzugefügten PVA-Kugeln mit und ohne BAL weiter inkubiert. 
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Abb. 44: Vergleich zweier Syntheseverläufe 
Standardsynthese von (R)-3,3’-Furoin mit BAL im PVA-stabilisierten Zweiphasensystem und 
Unterbrechung der Synthese bei 19 h durch den Austausch der BAL-PVA-Immobilisate gegen PVA-
Kugeln bzw. frische BAL-PVA-Immobilisate. 
In den Ansätzen, aus denen die BAL-PVA-Immobilisate nach 19 h entfernt und keine neuen 
Immobilisate oder Kugeln hinzugegeben wurden, nahmen die Konzentrationen für Substrat 
und Produkte nach 44 und 143 h weder zu noch ab. Die Konzentrationsverläufe über die Zeit 
in den beiden anderen Ansätzen (Abb. 44) zeigen, dass die Diketon- und (S)-3,3’-Furoin-
Konzentrationen weiterhin zunahmen, während die Substrat- und (R)-3,3’-Furoin-
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Konzentrationen durch die neu hinzugegebenen PVA-Kugeln und –Immobilisate zunächst 
stark absanken. Die Tendenzen der Konzentrationsverläufe in den Ansätzen mit und ohne 
BAL waren vergleichbar. Die Zunahme der Nebenproduktmengen wies auf eine Neubildung 
hin. Durch ein Fehlen der BAL in einem dieser Ansätze ist eine enzymatische Umsetzung von 
(R)-3,3’-Furoin zu den Nebenprodukten ausgeschlossen. Es muss sich vielmehr um eine rein 
chemische Reaktion handeln, welche von der wässrigen PVA-Hydrogelmatrix hervorgerufen 
wird, denn ohne wässrige Phase blieben die Konzentrationen wie zuvor erwähnt unverändert. 
Durch die vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die 
Nebenreaktionen durch die wässrige Phase verursacht werden. Da die Nebenproduktmengen 
erst mit fortschreitender Synthese verstärkt zunehmen, ist es notwendig, die Reaktionszeit zu 
verkürzen. Aber auch eine schnelle Extraktion des Produktes könnte durch den nur kurzen 
Kontakt mit der wässrigen Phase eine Eindämmung der Nebenproduktbildung ermöglichen. 
Um herauszufinden, womit der teilweise sehr unterschiedliche Verlauf der Synthesen 
zusammenhängt, wurden auf verschiedenste Weise Veränderungen in Bezug auf die BAL-
PVA-Immobilisate bzw. auf die Reaktionsbedingungen und das Reaktionssystem 
vorgenommen. Es wurde jeweils ein Standardansatz mitgeführt, um die Reaktionsverläufe 
direkt bezüglich ihrer Produktivität und unerwünschten Nebenreaktionen des (R)-3,3’-Furoin 
vergleichen zu können. Besonders Parameter, die die Enzymaktivität sowie den Stofftransport 
und somit eventuell die Nebenreaktionen beeinflussen, wurden variiert. 
3.5.3 Einfluss der Immobilisatzusammensetzung und -eigenschaften 
Variation des pH-Wertes in den Kugeln 
Es wurde der Einfluss des pH-Wertes in den Kugeln auf die Aktivität der BAL untersucht. Da 
die BAL nur in einem Bereich von 6,5 – 8,5 stabil ist und sie bei der Carboligation eine 
maximale Aktivität bei pH 8,0 aufweist, wurde der pH-Wert lediglich nach unten variiert und 
Immobilisate mit einem pH-Wert von 7,0 hergestellt und vergleichsweise in die Synthese 
eingesetzt. Hierbei ließ sich bei den Immobilisaten mit einem pH-Wert von 8,0 bei jedem 
Messpunkt eine höhere Produktkonzentration feststellen. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde 
auch weiterhin ein pH-Wert von 8,0 bei der Herstellung von BAL-PVA-Immobilisaten 
verwendet. 
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Variation der Enzymbeladung der BAL-PVA-Immobilisate 
Es ist wichtig die optimale Enzymbeladung von Immobilisaten zu ermitteln, um mit einer 
maximalen Umsatzrate des Enzyms arbeiten zu können. Daher wurde der Einfluss einer 
höheren Enzymbeladung als der ansonsten verwendeten von 0,5 U·mL-1 getestet. Hierfür 
wurden PVA-Kugeln zusätzlich mit 1,5 und 2,5 U BAL pro mL beladen. Ein Ansatz ohne 
BAL in den PVA-Kugeln zeigte das übliche Verteilungsverhalten für 3-FA zwischen n-Hexan 
und PVA-Kugeln (4:1). 
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Abb. 45: Carboligation von 3-FA mit unterschiedlich beladenen BAL-PVA-Immobilisaten 
Startkonzentration 3-FA 50 mM in n-Hexan, Phasenverhältnis 4:1 (n-Hexan:PVA-Immobilisate). 
Bei einer Beladungserhöhung von 0,5 auf 1,5 U·mL-1 konnte bei einer Messung nach 3 h 
anhand der Substratabnahme eine Steigerung des mit Formel (11) (S. 62) berechneten 
Umsatzes von 23 auf 26 % verzeichnet werden (Abb. 45). Der Umsatz konnte jedoch durch 
eine weitere Erhöhung auf 2,5 U·mL-1 nicht mehr gesteigert werden. Dasselbe Ergebnis zeigte 
sich bei der Berechnung der volumetrischen Produktivität (Formel (13), S. 62) mit 263, 298 
und 298 mg·L-1·h-1. Sowohl beim Umsatz, als auch bei der volumetrischen Produktivität wird 
wird jedoch nicht die eingesetzte Enzymmenge berücksichtigt. Betrachtet man daher die 
enzymbezogenen Produktiviäten PA (Formel (12), S. 62), zeigt sich mit zunehmender 
Beladung eine Abnahme von 2,6, über 1,0 nach 0,6 mg·U-1·h-1. Somit weist die niedrigste 
Beladung mit 0,5 U·mL-1 die beste Effizienz auf. 
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Variation der Herstellungsweise der BAL-PVA-Immobilisate 
Da in den Synthesen die Substratabnahmen teilweise nicht viel höher waren als die in den 
Verteilungsexperimenten ermittelten, wurde getestet, ob es eventuell bereits bei der 
Herstellung der Immobilisate durch die Zugabe zu hoher Salzkonzentrationen zur 
Inaktivierung des Enzyms kommt. Die verwendeten Puffer sowie die PVA-PEG-Lösung 
hatten einen pH-Wert von 8,0. 
Zunächst wurde die Herstellung der PVA-Immobilisate (vergl. 2.6.1) verändert: 
a) 500 µL 500 mM KPi-Puffer wurden zu 4,5 mL PVA-PEG-Lösung gegeben, die Cofaktoren 
und die BAL wurden als Festsubstanz der fertigen Lösung zugegeben. (50 mM) 
b) Die Cofaktoren wurden in 250 µL 50 mM KPi-Puffer gelöst, die BAL separat in 250 µL 
50 mM KPi-Puffer und dann nacheinander zur PVA-PEG-Lösung zugegeben. (5 mM) 
c) Die BAL wurde in 400 µL 500 mM KPi-Puffer gelöst, die Cofaktoren in 100 µL bidest. 
Wasser und dann nacheinander zur PVA-PEG-Lösung zugegeben. (40 mM) 
d) Die Cofaktoren wurden in 400 µL 500 mM KPi-Puffer gelöst, die BAL in 100 µL bidest. 
Wasser und dann nacheinander zur PVA-PEG-Lösung zugegeben. (40 mM) 
e) Die Cofaktoren wurden in 250 µL 50 mM Tris-Puffer gelöst, die BAL separat in 250 µL 
50 mM Tris-Puffer und dann nacheinander zur PVA-PEG-Lösung zugegeben. (5 mM) 
Die in Klammern stehenden Konzentrationen sind die Puffer-Endkonzentrationen. 
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Abb. 46: (R)-3,3’-Furoin-Synthese im Zweiphasensystem mit unterschiedlich hergstellten BAL-PVA-
Immobilisaten 
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In allen Ansätzen kommt nach 28 h die enzymatische Reaktion zum Erliegen (Abb. 46) und 
die Umsätze sind mit 3 bis 17,5 % sehr gering. Eine zunehmende Diketonkonzentration über 
den gesamten Zeitraum ist in allen Ansätzen zu beobachten. In der Reihenfolge b), a), e), c) 
und d) steigt der Umsatz in den Reaktionen. Für Ansatz d) mit dem höchsten Umsatz waren 
nach 123 h Spuren des (S)-Enantiomers zu messen. Hierbei handelt es sich um den einzigen 
Ansatz, in dem die BAL zunächst in bidest. Wasser und nicht in Puffer gelöst bzw. direkt zur 
PVA-Lösung hinzugegeben wurde. Ein Zusammenhang zwischen Enzymaktivität und Puffer-
Endkonzentration in der PVA-Phase lässt sich in diesem Versuch nicht erkennen. Vergleicht 
man die Ansätze e) und b), bei denen die Herstellung bis auf den verwendeten Puffer 
identisch war, zeigt sich für den Ansatz e) mit Tris-Puffer ein besserer Umsatz. 
Variation der Mg2+-Quelle und des NaOH bei der Herstellung der BAL-PVA-Immobilisate 
Eine weitere Veränderung bei der BAL-PVA-Immobilisat-Herstellung wurde durch die 
Variation der erforderlichen Mg2+-Quelle (Cofaktor) und den Verzicht auf NaOH 
vorgenommen. Die NaOH-Konzentration beträgt üblicherweise 75 mM. Anstelle von MgSO4 
wurde MgCl2 verwendet. 
Die Synthese mit 3-FA als Substrat zeigte bei der Verwendung von MgSO4 mit 20,6 % nach 
24 h einen besseren Umsatz als mit MgCl2 (13,4 %). Vergleicht man mit und ohne NaOH 
hergestellte BAL-PVA-Immobilisate in der (R)-3,3’-Furoin-Synthese, liegt der Umsatz für 
Immobilisate mit NaOH bei 35,8 %, ohne bei 26,7 %. Da die Ansätze mit MgSO4 und NaOH 
die besten Umsätze aufwiesen und diese beiden Komponenten ohnehin bei der üblichen 
Herstellung eingesetzt werden, gab es keine Veranlassung MgCl2 zu verwenden bzw. ist nicht 
zu vermuten, dass NaOH oder MgSO4 die Enzymaktivität negativ beeinflussen. 
3.5.4 Einfluss weiterer Syntheseparameter 
Einfluss der 3-FA-Konzentration 
Da die Substratkonzentration entscheidend für die Enyzmaktivität ist, wurde in diesem Teil 
die 3-FA-Konzentration zu Beginn der Synthese im Lösungsmittel variiert. Neben den 
gewohnten 50 mM wurden auch Konzentrationen von 5, 10, 25 und 75 mM eingesetzt. Man 
kann sagen, dass der Umsatz mit steigender Konzentration analog zunahm und bei 
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Konzentrationen bis 75 mM für 3-FA in n-Hexan keine Inhibierung an den Syntheseverläufen 
zu erkennen war. 
Einfluss der Reaktionstemperatur 
Auch die Temperatur ist ausschlaggebend für die Enzymaktivität und wurde von 30 °C auf 
25 °C abgesenkt. Nach 24 h befand sich bei 30 °C ca. viermal so viel Produkt in den 
Ansätzen, die Diketonkonzentration war nur ca. doppelt so hoch. Zudem war eine höhere 
Substratabnahme bei höherer Temperatur zu sehen. Der 25-°C-Ansatz brachte daher keine 
überragende Eindämmung der Diketonbildung und bei 30 °C zeigte die BAL eindeutig 
bessere Produktivitäten. 
Einfluss von Sauerstoff und Licht 
Da es sich bei einem der Nebenprodukte bei der Synthese von (R)-3,3’-Furoin (1a) um das 
Oxidationsprodukt 1,2-Bis(3-furanyl)ethan-1,2-dion (1b) handelt, wurde angestrebt, die 
begünstigenden Faktoren dieser chemischen Reaktion ausfindig zu machen und zu 
eliminieren. Durch eine intensive Begasung mit Argon wurden die Synthesen stets unter 
Ausschluss von Sauerstoff durchgeführt. Wie in 3.5.2 gezeigt werden konnte, findet die 
Oxidation jedoch gar nicht in der Lösungsmittelphase, sondern vielmehr in dem PVA-
Hydrogel statt. Aus diesem Grunde wurde für weitere Untersuchungen versucht, bei der 
Herstellung auf einen übermäßigen Sauerstoffeintrag zu verzichten und somit die PVA-
Lösung entgast. Die Entgasung zeigte jedoch keinen positiven Effekt, d. h. die 
Diketonbildung konnte weder vermieden noch eingedämmt werden. Des Weiteren wurden 
Ansätze in Dunkelheit inkubiert. Da aber auch unter Lichtsausschluss Diketon gebildet 
wurde, kann eine photochemische Reaktion als Ursache ausgeschlossen werden. 
Einfluss der Kugelgröße auf den Stofftransport 
Die Diffusion des Substrates in die Kugeln, aber auch die schnelle Extraktion der Produkte 
aus den PVA-Kugeln, spielt eine wichtige Rolle. Faktoren, die diese Vorgänge beeinflussen 
können, sind die Kugel- und Porengröße der Immobilisate. Die Gesamtoberfläche und somit 
die Austauschoberfläche bei einer Kugel ist abhängig von dem Volumen der Kugel. Um die 
Größe der Oberfläche zu variieren wurden Kugeln mit unterschiedlichen Volumina 
hergestellt: 10, 30, 50 und 70 µL. Jeweils 1 g dieser BAL-PVA-Immobilisate wurde in 4 mL 
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3-FA-Lösung (50 mM in n-Hexan) eingesetzt. Wie Abb. 47 zeigt, war keine signifikante 
Tendenz bei dem verwendeten Größenbereich in Bezug auf die Produktbildung erkennbar, 
auch bei der Substratabnahme und in Bezug auf die Diketonbildung wurden keine deutlichen 
Unterschiede sichtbar. 
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Abb. 47: Produktausbeuten bei der Carboligation von 3-FA mit unterschiedlich großen PVA-Kugeln 
nach 24 h 
3.5.5 Reaktionsverlauf der (R)-3,3’-Furoin-Synthese nach Optimierung 
Bei der Durchführung zahlreicher Synthesen in dem PVA-stabilisierten Zweiphasensystem 
zeigte sich immer wieder, dass bei sehr guten Umsätzen von 3-FA eine Kristallbildung in dem 
Lösungsmittel n-Hexan mit bloßem Auge zu erkennen war. In diesen Fällen nahmen die 
Substratkonzentrationen in der Hexanphase bis auf 3 mM ab und der Anteil an 
Nebenprodukten blieb sehr gering (Abb. 48). 
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Abb. 48: Typischer Verlauf einer (R)-3,3’-Furoin-Synthese mit sehr gutem Umsatz (90 %) 
Eine nicht optimal verlaufende Synthese zeichnete sich dadurch aus, dass die prozentuale 
Substratabnahme nur unwesentlich geringer war als in den Verteilungsexperimenten, d. h. 
ohne den Einsatz von Enzym. Entsprechend gering fielen in diesen Synthsen die Ausbeute an 
(R)-3,3’-Furoin (1a) aus und die Bildung von Nebenprodukten war verhältnismäßig stark. 
3.6 Untersuchung der Lagerungsstabilität der BAL-PVA-Immobilisate 
Die BAL-PVA-Immobilisate wurden wie in 2.6.1 beschrieben hergestellt. Nach dem 
Erwärmen auf Raumtemperatur wurde eine Charge weiterhin bei 4 °C in Silikonöl gelagert, 
alle übrigen Immobilisate wurden mit n-Hexan gewaschen und in n-Hexan aufbewahrt. Die 
Lagerungstemperaturen hierfür betrugen 4 und –20 °C. Die Carboligationsaktivitäten der 
BAL wurden in Ansätzen mit 1 g BAL-Immobilisat und 4 mL n-Hexan (50 mM 3-FA) 
gemessen. 
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3.6.1 Lagerung in Silikonöl und n-Hexan bei 4 °C 
Die BAL-Aktivität der für eine Woche bei 4 °C in Silikonöl bzw. n-Hexan aufbewahrten 
BAL-PVA-Immobilisate wurde mit der Aktivität von direkt nach Herstellung verwendeten 
Immobilisaten verglichen. 
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Abb. 49: Syntheseaktivitäten von BAL-PVA-Immobilisaten nach Lagerung bei 4 °C 
PVA-Immobilisate (0,5 UBAL·mL-1) wurden eine Woche in n-Hexan bzw. Silikonöl gelagert. 
Anschließend wurden sie im gelstabilisierten Zweiphasensystem für die Synthese von (R)-3,3’-Furoin 
eingesetzt und ihre Aktivität mit direkt nach Herstellung verwendeten PVA-Immobilisaten verglichen. 
Es wird deutlich erkennbar, dass bereits nach einer Woche die Aktivität der BAL in den PVA-
Kugeln nachlässt (Abb. 49). Die Aktivitätseinbußen der BAL scheinen für die Lagerung der 
Immobilisate in Silikonöl gravierender zu sein, als bei der Verwendung von n-Hexan. 
Während direkt verwendete Immobilisate Umsätze von 40,7 und 84,3 % nach 20 und 144 h 
zeigen, haben sich diese für die eine Woche in n-Hexan bzw. Silikonöl gelagerten 
Immobilisate auf 26,3 und 71,8 % bzw. 17,1 und 53,9 % verringert. Betrachtet man den 
Umsatz in der Synthese mit frisch hergestellten Immobilisaten als 100 %, werden bei 
Verwendung der in n-Hexan gelagerten Immobilisate immerhin noch 64,6 % (20 h) bzw. 
85,2 % (144 h) 3-FA umgesetzt. Für die in Silikonöl gelagerten Immobilisate beträgt der 
Umsatz für diese Zeitpunkte noch 42 bzw. 63,9 %. 
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Zudem wurden Immobilisate vor ihrem Einsatz bei der üblichen Reaktionstemperatur von 
30 °C für 24 h aufbewahrt und anschließend für eine Synthese eingesetzt. Nach 2 h zeigten 
die direkt eingesetzten BAL-PVA-Immobilisate Umsätze von 53 % und die bereits zuvor für 
24 h bei 30 °C inkubierten Immobilisate 40,4 % Umsatz. Nach 24 h Reaktionszeit relativierte 
sich der Unterschied der Umsätze mit 91,4 und 88,4 %. Es ist davon auszugehen, dass nach 
dieser Zeit in beiden Fällen die Reaktion vollständig abgelaufen war. 
3.6.2 Lagerung in n-Hexan bei 4 und -20 °C 
Da bei der vorangegangenen Untersuchung die Lagerung der in PVA-Kugeln immobilisierten 
BAL in n-Hexan leicht bessere Ergebnisse in Bezug auf die Enzymaktivität lieferte, wurde 
weiterhin nur noch n-Hexan als Medium für die Lagerung verwendet. Hierzu wurden die 
Immobilisate nach ihrer Herstellung in n-Hexan gewaschen und aufbewahrt. Neben 4 °C 
wurde zusätzlich eine Lagerungstemperatur von –20 °C gewählt. Die BAL-PVA-
Immobilisate wurden über ein Jahr hinweg gelagert und ihre Aktivität anhand des Umsatzes 
bei der Carboligation von 3-FA nach einer Woche, einem Monat, drei Monaten und einem 
Jahr gemessen. 
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Abb. 50: Umsatzvergleich bei der (R)-3,3’-Furoin-Synthese mit gelagerten BAL-PVA-Immobilisaten 
Die BAL-PVA-Immobilisate wurden über einen Zeitraum von einem Jahr in n-Hexan bei 4 und 
-20 °C gelagert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden sie in die Synthese von (R)-3,3’-Furoin im 
gelstabilisierten Zweiphasensystem eingesetzt und der Substratumsatz nach 24 h miteinander 
verglichen. 
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Die jeweiligen Messwerte zum Reaktionszeitpunkt 24 h wurden miteinander verglichen (Abb. 
50). Die berechneten Umsätze für die Lagerung bei –20 °C während der ersten Wochen bis 
hin zu drei Monaten lagen im Mittel zwischen 5,5 und 7 %. Die Messwerte weisen recht hohe 
Standardabweichungen auf, wodurch der nach einer Woche gemessene Umsatz etwas 
niedriger ausfällt als der nach einem und drei Monaten. Die von einer Woche bis hin zu drei 
Monaten gemessenen Umsätze entsprechen 25 bis 32 % des anfänglichen Umsatzes von 
22 %. Selbst bis hin zu einem Jahr zeigten bei dieser Temperatur gelagerte BAL-Immobilisate 
noch leichte Umsätze. Während der gesamten einjährigen Lagerung bei –20 °C konnten in 
Synthesen mit 3-FA nach 24 h eindeutig das Produkt sowie seine Nebenprodukte mit der 
HPLC nachgewiesen werden. 
Anders hingegen verlief die Aktivitätsabnahme bei einer Lagerungstemperatur von 4 °C. 
Lediglich nach einer Woche Lagerung zeigten 24-h-Proben aus den Carboligationsansätzen 
einen mit der HPLC messbaren Produktpeak in der Hexanphase. Der berechnete Umsatz 
betrug nur 1,5 % und lag damit bei 6,5 % des Anfangsumsatzes und um die Hälfte niedriger 
als der für BAL-PVA-Immobilisate, die für ein Jahr bei -20 °C gelagert wurden. Anhand des 
Substratverbrauchs ließ sich für 4 °C noch nach einem Monat ein Umsatz berechnen. HPLC-
Messungen jedoch zeigten bei dieser Lagerungstemperatur schon nach zwei Wochen kein 
nachweisbares Produkt mehr in der Hexanphase. 
3.7 Wiederholter und kontinuierlicher Einsatz der BAL-PVA-Immobilisate 
Sinn und Zweck einer Immobilisierung ist u. a. das Enzym mehrfach sowie kontinuierlich 
einsetzen zu können. Es ist anzunehmen, dass aufgrund der Verteilung beachtliche Mengen 
Produkt, aber auch Substrat in den PVA-Kugeln zu verbleiben scheinen. Dies wurde genauer 
untersucht und BAL-PVA-Immobilisate für eine wiederholte Batch-Synthese eingesetzt. Des 
Weiteren wurde die Anwendung des zuvor charakterisierten und optimierten gelstabilisierten 
Zweiphasensystems auf einen Wirbelschichtreaktor übertragen und die Konzentrationen 
online während dieser kontinuierlichen Synthese von (R)-3,3’-Furoin verfolgt. Die Hoffnung 
war es, durch die kontinuierliche Anwendung eine Verbesserung der Produktextraktion und 
somit der Ausbeuten erzielen zu können. 
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3.7.1 Wiederholter Einsatz von BAL-PVA-Immobilisaten 
Für den wiederholten Einsatz wurden jeweils Synthesen von 24 h durchgeführt. Anschließend 
wurden die BAL-PVA-Immobilisate abgetrennt und in ein neues Reaktionsgefäß mit frischer 
Substratlösung überführt. Während die Substratabnahme anfänglich 43 % betrug, sank die 3-
FA-Konzentration bei den folgenden Einsätzen nur um 15 % dann nur noch um 5 %. Dies 
zeigte, dass die Kugeln übersättigt waren. Bei allen drei aufeinanderfolgenden Reaktionen 
konnte Produkt in den Ansätzen nachgewiesen, aber es konnte nicht festgestellt werden, ob es 
sich hierbei um extrahiertes oder neu entstandenes Produkt handelte. Grundsätzlich ist ein 
wiederholter Einsatz von Immobilisaten möglich. In diesem organisch-wässrigen 
gelstabilisierten Zweiphasensystem konnten jedoch unter den gegebenen Bedingungen die 
Immobilisate bei erneutem Einsatz für die Carboligation von 3-FA nicht effizient genutzt 
werden, da es zu einer unerwünschten Anreicherung von Substrat und Produkt in den Kugeln 
kommt. 
3.7.2 Kontinuierlicher Einsatz von BAL-PVA-Immobilisaten im Wirbelschichtreaktor 
Für die kontinuierliche Synthese wurde ein 50-mL-Wirbelschichtreaktor entwickelt (Abb. 
51). Der Reaktor wurde genau wie alle sonstigen Reaktionsgefäße mit Argon begast, um eine 
sauerstofffreie Atmosphäre zu schaffen. Des Weiteren waren in den Reaktordeckel eine bis 
zum Boden und eine bis in das Reaktorvolumen hineinragende, verstellbare Edelstahlkapillare 
eingelassen, die für die Durchmischung der BAL-PVA-Immobilisate sorgten und den Umlauf 
des Lösungsmittels gewährleisteten. Der Umlauf wurde über eine Membranpumpe in Gang 
gehalten. In den Umlauf wurde ein Wärmetauscher integriert, der aus technischen Gründen 
nur eine Reaktortemperatur von 20 °C (konstant) zuließ. Eine Zulaufpumpe ermöglichte die 
kontinuierliche Zudosierung frischer Substratlösung. In Abhängigkeit von der Flussrate der 
Zulaufpumpe wurde automatisch über den Füllstand im Reaktor mit einer weiteren Kapillare 
die organische Phase in einen Auffangbehälter abgeführt. Hierbei wurde das Lösungsmittel 
durch eine Durchfluss-GC-Messzelle geleitet und hierbei die Substrat- und 
Produktkonzentration online dokumentiert. 
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Abb. 51: Aufnahme des im Labormaßstab realisierten Wirbelschichtreaktors sowie sein schematischer 
Aufbau 
Für den in Abb. 52 gezeigten Syntheseverlauf wurde der Reaktor bei einer Flussrate F von 
11 mL·min-1 betrieben, woraus sich bei einem Volumen von 31 mL eine Verweilzeit τ von 
2,8 h ergab. Die Reaktionsbedingungen waren abweichend von denen der Batch-Ansätze und 
wurden zuvor für diesen Reaktor optimiert. Die 3-FA-Konzentration im Reaktor zu Beginn 
sowie der zudosierten Substratlösung, betrug 5 mM (C0). Das Reaktionsvolumen setzte sich 
aus 31 mL n-Hexan und 9 g PVA-Immobilisaten (3,4:1) zusammen. 
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Abb. 52: Kontinuierlicher Syntheseverlauf von (R)-3.3’-Furoin im 50-mL-Wirbelschichtreaktor 
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Umsätze in diesem Reaktionsansatz lagen bei 25 % und konnten für 8 τ konstant gehalten 
werden. Die BAL zeigte eine Halbwertszeit t1/2 von 103 h und eine Desaktivierungskonstante 
von 6,7·10-³·h-1. Die berechnete maximale Raum-Zeit-Ausbeute (RZAmax) betrug 
0,04 g·L-1·h-1. Bei Veränderung der Reaktionsparameter ließen sich zwar auch Raum-Zeit-
Ausbeuten von bis zu 0,15 g·L-1·h-1 und Umsäzte bis zu 42 % erzielen, allerdings konnten 
diese nur über kürzere Zeiträume konstant gehalten werden. 
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4 Diskussion 
4.1 Fermentation und Proteinreinigung 
4.1.1 Fermentation von E. coli SG13009 für die Expression rekombinanter BAL 
Vergleicht man jeweils den zeitlichen Verlauf der 1,7-L- und 5-L-Fermentationen von 
E. coli SG13009[pRep4]/BALhis (3.1.2) miteinander, lässt sich eine sehr gute 
Übereinstimmung erkennen. Während in der Batch-Phase die Zellen durch ein 
Überschussangebot an Nährstoffen mit ihrer maximalen Wachstumsrate (µmax) wuchsen, 
wurde die Wachstumsrate in der Fed-Batch-Phase über eine definierte, kontinuierliche 
Glyzerinzugabe reguliert. Hierdurch sollte gewährleistet werden, dass die Wachstumsrate in 
dieser Phase unterhalb µmax liegt und somit eine Sauerstofflimitierung oder sonstige 
inhibitorische Faktoren wie Substrathemmung, Akkumulation wachstumsinhibierender 
Stoffwechselprodukte oder andere Nebenreaktionen vermieden werden (Yamanè und Shimizu 
1984). Genauere Untersuchungen zu den Effekten des Sauerstofftransfers bei der Herstellung 
rekombinanter BAL mit E. coli K12 und seinem Einfluss auf die Enzymaktivität sind bei 
Çalik et al. (2004) beschrieben. Für die Kultivierung von E. coli ist vor allem die 
Acetatbildung kritisch, da Acetat zur Hemmung des Zellwachstums und einer Beeinflussung 
der Proteinbildung führen kann (Luli und Strohl 1990). Die Bildung von Acetat wird aber 
überwiegend bei der Verwendung von Glukose als C-Quelle beobachtet (Riesenberg und 
Guthke 1999). Es kann daher ausgeschlossen werden, dass es im Falle eines temporären 
Glyzerinüberschusses während der Fed-Batch-Phase zu einer Acetatbildung gekommen ist. 
Ein negativer Einfluss auf das Wachstum konnte selbst bei der hier maximal eingesetzten 
Glyzerinzufütterungsrate nicht festgestellt werden. Da nach Absenken der Temperatur auf 
28 °C während des anschließenden siebenstündigen Induktionszeitraums der pO2 im Medium 
nicht anstieg und die Zellmasse konstant blieb (Abb. 11), ist anzunehmen, dass das Wachstum 
eingestellt wurde. Der anhaltende Sauerstoffverbrauch weist auf eine Erhaltung des 
Stoffwechsels hin und lässt auf eine ausreichende Proteinproduktion schließen. 
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4.1.2 Proteinreinigung und Aktivität 
Für Untersuchungen der Effektivität des Zellaufschlusses wurde in 3.1.3 ein dreimal 
aufeinanderfolgender Aufschluss des selben E. coli-SG13009[pRep4]/BALhis-Pellets 
durchgeführt. Wie sich herausstellte, konnten nach dem ersten Ultraschallaufschluss nur 48 % 
der letztendlich erhaltenen Gesamtproteinmenge gewonnen werden, allerdings sank mit jedem 
Aufschluss die spezifische Aktiviät. Ein mehrmaliger Aufschluss – gleichbedeutend mit einer 
Verlängerung der Intervallzeit oder Erhöhung der Ultraschallzyklen – führte zwar zu höheren 
Proteinausbeuten, andererseits wurde das Enzym gleichermaßen durch die Wiederholung des 
Prozesses, vor allem durch die beim Ultraschall entstehende Wärme, zunehmend durch 
Denaturierung inaktiviert wie Abb. 13 (S. 38) zeigt. Für den präparativen 
Ultraschallaufschluss (2.2.4) wurde daher auf eine hohe Proteinausbeute verzichtet und 
vielmehr durch kurze Ultraschallsequenzen, lange Kühlperioden und einen einmaligen 
Aufschlusszyklus mit wenig Wiederholungen auf eine gute Enzymaktivitäten geachtet. 
Diesen Erkenntnissen zufolge wäre eine Erhöhung der in Tab. 5 (S. 40) aufgeführten 
Ausbeuten sowie Steigerung der Gesamtunits durch weitere Aufschlussschritte nur mit 
Einbußen in der Enzymaktivität zu erwarten gewesen. 
Tab. 10: Aus der Literatur bekannte Daten gereinigter BAL-Präparate im Vergleich 
Gekoppelter Enzymtest nach Barrowman und Fewson (1985). 
Enzym Organismus Literatur Ausbeute[%] 
Sp. Akt.
[U·mg-1]
Reini-
gungs-
faktor
Substrat, 
Konz. 
[mM] 
T 
[°C] pH 
BAL P. fluorescens González und Vicuña (1989) 34 11,7 68,7 
Benzoin/ 
Anisoin, 
0,15 
37 8,0 
BALhis E. coli* 
Sanchez-
Gonzalez und 
Rosazza (2003)
- 0,2 - Anisoin, 1,5 30 7,0 
 E. coli** Janzen (2002) 73 69,5 3,7 
Benzoin, 
1,5 30 8,0 
 *   JM105 
 ** SG13009[pRep4] 
Da der Aufschluss nicht optimiert wurde, sind die spezifischen Aktivitäten für die 
rekombinant in E. coli SG13009[pRep4] exprimierte BALhis bei Janzen (2002) ca. dreimal so 
hoch. Deutlich höhere Ausbeuten und spezifische Aktivitäten wurden erwartungsgemäß 
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aufgrund der einfachen Reinigungsmöglichkeiten für die His6-tag tragende, rekombinant 
exprimierte BALhis im Gegensatz zu nativer BAL aus P. fluorescens (González und Vicuña 
1989) erzielt. Die in dieser Arbeit für die BALhis erzielte spezifische Aktivität liegen mit 
14,5 U·mg-1 (Tab. 5, S. 40) über der ohne His6-tag (Tab. 10). Für die hergestellten 
Enzympräparate zeigte sich in den überwiegenden Fällen durch die Gefriertrocknung nach 
Dialyse eine Einbuße in der spezifischen Aktivität aber kaum eine Abnahme der Ausbeute. 
Da die BAL ThDP-abhängig ist, kann auch eine unzureichende Versorgung mit ThDP 
während der Dialyse bereits zu einem Aktivitätsrückgang geführt haben. Wie Hasson et al. 
(1995) nachgewiesen haben, ist die Zugabe von ThDP z. B. für die Lyase BFD während jedes 
Reinigungsschrittes essenziell. In Abwesenheit von ThDP nimmt die Aktivität ab. 
4.2 Physikochemische Eigenschaften der PVA-Hydrogelkugeln 
Zahlreiche Untersuchungen zum Mechanismus der Gelbildung und zu den Eigenschaften der 
PVA-Gele in Abhängigkeit ihrer Herstellung (Freeze-Thaw-Methode) wurden in den letzten 
25 Jahren durchgeführt (Lozinsky 1998). Bekanntermaßen sind die Eigenschaften des PVA-
Hydrogels abhängig vom Polymerisations- und Verseifungsgrad sowie der Konzentration des 
PVA, aber auch von der Temperatur, der Dauer und den Zyklen des Einfrier- und 
Auftauprozesses (Lozinsky et al. 1986; Peppas und Stauffer 1991; Watase und Nishinari 
1983; Watase et al. 1983). Für die Herstellung der hier verwendeten PVA-Immobilisate 
wurde stets PVA 10-98 mit einem Polymerisationsgrad von 1400 in einer Endkonzentration 
von 9 % verwendet. Der Restacetylgehalt des PVA hat einen großen Einfluss auf die 
Gelierfähigkeit (Watase und Nishinari 1989). Nur vollverseifter PVA (Verseifungsgrad über 
98 %) führt zur Ausbildung eines durchgehenden Netzwerkes (Lozinsky 1998; Neukom 
1949), einer optimalen Gelbildung und festen PVA-Gelen (Hoechst AG 1991). Für die 
Herstellung der PVA-Gelkugeln wurde PVA mit einem Verseifungsgrad von 98 % verwendet 
und zusätzlich mit NaOH nachverseift. Daher ist nicht anzunehmen, dass Restacetatgruppen 
die Annäherung der Hydroxylgruppen benachbarter Polymerketten für die Ausbildung von 
Wasserstoffbrückenbindungen und somit die Gelbildung gehindert haben. 
Für die Kryogelierung waren stets Temperaturen unterhalb von –20 °C gewährleistet. 
Temperaturen bis zu –5 °C sind während der Kryogelierung durchaus noch ausreichend, um 
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PVA-Gele mit einer guten Festigkeit zu erhalten (Leidig et al. 1999; Lozinsky et al. 1995). 
Eine Erwärmung des Silikonöls während des Herstellungsprozesses der Kugeln hätte sich 
daher nicht sehr negativ auf die Geleigenschaften ausgewirkt. Ein schnelles Einfrieren wirkt 
sich positiv auf die Stabilität der Gele aus. Lozinsky et al. (1995) konnten zeigen, dass PVA-
Gele, die innerhalb einer Minute auf die gewünschte Gefriertemperatur gebracht wurden, eine 
höhere Stabilität aufwiesen, als solche, für die dieser Prozess 35 min dauerte. Ein langsames 
Auftauen hingegen ist erwünscht, da es während des Auftauens zur Ausbildung der 
Gelstruktur kommt und hierdurch die Stabilität der Gele am meisten beeinflusst wird 
(Domotenko et al. 1988; Lozinsky 2002; Mikhalev et al. 1991). In dieser Arbeit wurden die 
gefrorenen Kugeln zunächst langsam bei 4 °C aufgetaut und erst vor ihrer Verwendung auf 
RT gebracht. Lozinsky et al. (1995) verwendeten zum Auftauen Raten von 0,2 °C·min-1. 
Wenn auch nicht direkt vergleichbar, sollte aber die Gesamtdauer der Auftauvorgänge etwa 
gleich lang gewesen sein. 
Den PVA-Gelen wurde stets Polyethylenglykol (PEG) beigefügt, da durch den Zusatz von 
Polyolen bereits nach einmaligem Einfrieren und Auftauen Gele mit sehr hoher Festigkeit und 
guten mechanischen Eigenschaften entstehen (Mikhalev et al. 1991; Vorlop und Remmers 
1991). Gele, denen Ethylenglykol-Trimere und -Polymere zugesetzt werden, zeigen mit 
steignder Oligomerzahl sowie Konzentration an Ethylenglykol jeweils zunehmend festere 
Strukturen und eine höhere Stabilität auch gegenüber thermischen Einflüssen (Lozinsky et al. 
1995). PEG als Zusatzstoff ruft eine so genannte spinodale Dekomposition hervor. Hierbei 
entsteht beim Abkühlen der wässrigen PVA-PEG-Lösung eine flüssig-flüssig Phasentrennung 
und es kommt zur Ausbildung PVA-armer und -reicher Regionen (Inamura et al. 1984). Man 
geht davon aus, dass durch das Gefrieren des Wassers die Konzentration an PVA in den nicht 
gefrorenen Bereichen stark ansteigt. Die hierdurch hervorgerufene räumliche Nähe 
benachbarter Hydroxylgruppen der Polymerketten in den PVA-reichen Arealen lässt beim 
Auftauen eine Ausbildung von intermolekularen Wasserstoffbrückenbindungen zu (Lozinsky 
1998). Es entsteht teilweise wieder der ursprünglich kristalline Zustand (Lozinsky und Plieva 
1996). 
Die Vermutung liegt nahe, dass sich die Kettenlänge des eingeschlossenen PEG 
möglicherweise ebenfalls auf die Porengrößen im Gel auswirken könnte. In dieser Arbeit 
wurden die Eigenschaften von PVA-Gelen unter Zusatz von PEG-400 und PEG-1000 in 
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Bezug auf das Diffusionsverhalten von Aldehyden verglichen. Während der Synthese kam es 
bei identischer Substratabnahme zu leicht höheren Produktkonzentration bei der Verwendung 
von PEG-1000. Die leicht höhere Produktextraktion bei der Verwendung von PEG-1000 
gegenüber PEG-400 kann mit der Ausbildung größerer Poren aufgrund des höheren 
Molekulargewichts von PEG-1000 zusammenhängen. Da zudem mit zunehmendem 
Molekulargewicht die Festigkeit und Elastizität der Immobilisate steigt (Prüße 1999) wurde 
weiterhin PEG-1000 für die Herstellung der Gele verwendet. Wie bereits oben erwähnt 
erzielen Polyole mit zunehmender Oligomerzahl und Konzentration eine höhere Stabilität bei 
PVA-Gelen. Als Konzentration für PEG-1000 und PVA wurde 9 % (w/v) verwendet. Ting 
und Sun (2000) beschreiben eine PVA-Konzentration von über 15 % als kritisch. Die besten 
Eigenschaften hingegen weisen Gele mit 10 % PVA auf, die der hier verwendeten 
Konzentration sehr nahe kommt. 
4.2.1 Dichte, Durchmesser, Volumen und Gewicht 
Bei der Herstellung der PVA-Kugeln wurde ein Materialverlust von 9,2 % gemessen. Zur 
Ermittlung wurde eine definierte Menge PVA-Lösung in Silikonöl eingetropft und über eine 
Gewichtsbestimmung der Lösung und der fertigen PVA-Kugeln der Verlust bestimmt (3.2.1). 
Der Verlust ist hierbei also nicht auf eventuelle Rückstände in dem Aufsatz der Multistepper-
Pipette zurückzuführen. Teilweise konnten weißliche Schlieren beim Eintropfen der klaren 
PVA-Lösung an der Silikonöloberfläche beobachtet werden. In diesem Fall war der 
Gefrierprozess an der äußeren Schicht der Kugel noch nicht vollständig vollzogen. Nach der 
Herstellung wurde zudem teilweise eine zweite Phase im Silikonöl sichtbar. Hierbei könnte es 
sich um Wasser gehandelt haben, das durch die Gelbildung aus den Kugeln verdrängt wurde. 
Weitere Untersuchungen zeigten, dass die gemessenen Durchmesser bzw. das hieraus 
bestimmte Volumen nicht mit dem eingetropften Volumen übereinstimmte (3.2.2). Die 
prozentuale Abweichung lag jedoch noch über dem zuvor beschriebenen Materialverlust von 
90,8 %. Auch Ariga et al. (1987) beobachteten bei der Herstellung nach der Freeze-Thaw-
Methode eine Veränderung des Volumens. Zum einen wird von ihnen eine zunehmende 
Veränderung des Volumens mit der Wiederholung der Gefrier- und Auftauzyklen 
beschrieben, des Weiteren konnten sie mit abnehmender PVA-Konzentration eine stärkere 
Veränderung feststellen. Beide Phänomene deuten darauf hin, dass sich zumindest die Dichte 
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der Kugeln durch den Gefrier- und Auftauprozess verändert haben muss. Tatsächlich ließ 
sich, wie in 3.2.2 beschrieben ist, auch hier eine Veränderung der Dichte feststellen. Während 
die PVA-Lösung eine Dichte von 1,03 g·mL-1 besitzt, weisen die gelierten PVA-Kugeln 
unterschiedlicher Größe eine durchschnittliche Dichte von 1,52 g·mL-1 auf. Von Wan et al. 
(2004) mit 15 % PVA hergestellte Kugeln besaßen eine Dichte von 1,2 g·mL-1. Hiermit 
bestätigt sich wiederum die Beobachtung von Ariga et al. (1987), dass sich mit zunehmender 
PVA-Konzentration das Volumen durch den Gefrier- und Auftauprozess weniger verändert. 
Folglich liegt die Dichte der 15%igen Kugeln näher an der Dichte der PVA-Lösung und somit 
unter der Dichte der 9%igen PVA-Kugeln. Mit zunehmendem Eintropfvolumen zeigte sich 
die Tendenz einer Abnahme der jeweiligen Kugeldichte. Es liegt nahe, dass das Einfrieren bei 
kleineren Kugeln effizienter und schneller abläuft. Je größer die Kugel, um so weiter ist ihr 
Kern vom Silikonöl entfernt und die Kälteübertragung dementsprechend abgeschwächt. Es ist 
anzunehmen, dass sich im Inneren der Kugel der Einfrierprozess verzögert und somit 
langsamer vollzieht oder eventuell nur bedingt abläuft. Hiermit wäre wiederum zu erklären, 
dass sich mit zunehmendem Kugelvolumen die Dichte verringert. 
Die Volumenreduktion bei der Herstellung kann nachweislich mit dem Materialverlust und 
der Zunahme der Dichte durch die Kryogelierung erklärt werden, wie folgende 
Beispielrechnung zeigt: aus 25 µL PVA-Lösung, welche eine Dichte von 1,03 g·mL-1 besitzt, 
entsteht unter Einbeziehung der für diese Kugelgröße ermittelten Dichte von 1,52 g·mL-1 ein 
Kugelvolumen von 16,9 µL. Subtrahiert man nun den ermittelten Materialverlust von 9,2 %, 
so erhält man ein theoretisches Volumen von 15,38 µL. Dieses stimmt sehr gut mit dem 
tatsächlich für dieses Eintropfvolumen ermittelten Volumen von 15,1 ±0,9 µL überein (3.2.2). 
Das Volumen von PVA-Kugeln, welche aus 25 µL PVA-Lösung hergestellt wurden, beträgt 
also nur 60 % des ursprünglichen Volumens der Lösung. Für 10-µL- und 50-µL-PVA-Kugeln 
betrug der prozentuale Anteil 55 und 68 %. Demnach zeigen kleine PVA-Kugeln im 
Gegensatz zu größeren Kugeln einen höheren prozentualen Materialverlust. Zu erklären ist 
dieser durch das zunehmend unvorteilhafte Oberflächen-Volumen-Verhältnis mit 
abnehmender Kugelgröße. 
Auch bei der Herstellung der Alginatkugeln konnte beobachtet werden, dass das Volumen der 
Kugeln im Vergleich zum eingetropften Volumen deutlich abgenommen hatte (3.3.1). 
Untersuchungen von Martinsen et al. (1989) ergaben, dass die Volumenreduktion mit 
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zunehmender CaCl2-Konzentration (0,01–0,06 M) sowie in Abhängigkeit von der 
Alginatsorte ansteigt und bis zu 50 % betragen kann. Dieser Wert ist der hier gemessenen 
Volumenreduktion von 49–57 % für Kugeln, die aus einem Eintropfvolumen von 10–50 µL 
entstanden waren, sehr ähnlich. Das Phänomen der Volumenabnahme wird von Smidsrød und 
Haug (1972) als ein Schrumpfen durch Wasserverlust beschrieben, wodurch sich gleichzeitig 
die Alginatkonzentration in den Kugeln erhöht. Dies erklärt, warum der ermittelte 
Alginatgehalt, unabhängig von der Kugelgröße, durchschnittlich 3,6 % betrug und somit fast 
doppelt so hoch war wie die ursprünglich eingesetzte Konzentration. Das ermittelte 
Trockengewicht der PVA-Hydrogele hingegen zeigte mit 17,2 % eine sehr gute 
Übereinstimmung mit der zuvor eingesetzten PVA- und PEG-Menge von insgesamt 18 %. 
4.2.2 Enzymrückhaltung 
Für die in 3.2.3 durchgeführten Experimente zur Enzymrückhaltung konnte gezeigt werden, 
dass die BAL mit einer Größe von ca. 250 kDa erfolgreich in der PVA-Matrix zurückgehalten 
wurde. Nach einer 15-minütigen Inkubationszeit der unterschiedlich beladenen PVA-
Immobilisate in Wasser konnten nur Proteine einer Molekülgröße von ca. 105 kDa oder 
kleiner in der Wasserphase nachgewiesen werden. GOD und BAL, mit einer Molekülgröße 
von 154 kDa und 250 kDa, wurden hingegen in der PVA-Matrix zurückgehalten. Kang et al. 
(2005) testeten die Permeabilität von kapselförmigem Ba-Alginat für in diese Matrix 
eingeschlossene Dextran-Moleküle in einer Größenordnung von 10–250 kDa. Bei einem 
Molekulargewicht von weniger als 70 kDa konnten nur 15–20 % im Kern zurückgehalten 
werden, bei Größen über 120 kDa stieg der Anteil auf 80–90 % an. Bei der Verwendung einer 
Hydrogel-basierten Hohlfaser konnten Jiri et al. (1995) nach einer 24 h andauernden 
Diffusionsperiode eine Durchlässigkeit für Albumin (66 kDa) und Humanimmunoglobulin G 
(150 kDa) nicht aber für Immunoglobulin A (170 kDa) und B (900 kDa) nachweisen. Für 
diese in der Literatur beschriebenen, aber auch für die in dieser Arbeit verwendeten PVA-
basierten Hydrogele, zeigte sich eine Permeabilität für die Protein- bzw. Dextran-Moleküle 
bis zu einer Größe von ca. 150 kDa. 
Mit einer anderen Methode als der Kryogelierung hergestellte PVA-Gele, so genannte 
LentiKats, verhindern ein Ausbluten von Oxynitrilasen mit einer Größe von nur 50 kDa in 
einer gerührten wässrigen Lösung (Gröger et al. 2001). Es gibt Gele, deren Netzwerkstruktur 
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bzw. Porengröße variiert werden können. Bei Bedarf hätte die Porengröße der in dieser Arbeit 
verwendeten PVA-Gele z. B. durch eine Erhöhung der PVA-Konzentration (Fergg et al. 
2001; Lozinsky und Plieva 1998) sowie eine Absenkung der Gefriertemperatur (Lozinsky et 
al. 2002) verkleinert werden können. Erwartungsgemäß zeigten Untersuchungen von 
Diffusionsraten und -koeffizienten von Proteinen (204–341 kDa) (Longo et al. 1992; 
Martinsen et al. 1989; Tanaka et al. 1984) bei Alginatkugeln analog, dass sich mit 
zunehmender Molekülgröße sowie steigender Alginatkonzentration die Diffusionsrate und 
somit das Ausbluten verringerte. Neben der Porengröße der Gelmatrix ist auch eine 
Veränderung der Molekülstruktur oder -größe der Enzyme möglich, um ein Ausbluten des 
von Enzymen in wässrigen Medien zu vermeiden. Mit bi- oder mehrfachfunktionellen 
Reagenzien, wie z. B. Glutardialdehyd (GDA), können Enzyme miteinander quervernetzt und 
ihre Molekülgröße hierdurch vergrößert werden (Hartmeier 1986). Zusätzlich können inerte 
Proteine, wie BSA, durch Co-Crosslinking mit vernetzt werden. Jancsik et al. (1982) gelang 
es durch die Zugabe des bifunktionellen GDA, dass sich sowohl der Porendurchmesser des 
PVA-Gels verkleinerte, als auch die Molekülgröße der verwendeten Penicillinacylase 
vergrößerte. Sie konnten mit dieser Methode die Enzymrückhaltung um 31 % verbessern. 
Aufgrund der Hydrathülle von Enzymen und somit ihrer Affinität zu der wässrigen PVA-
Matrix, ist ein Ausbluten in das organische Lösungsmittel in dem verwendeten 
gelstabilisierten Zweiphasensystem – unabhängig von der Molekülgröße – sehr 
unwahrscheinlich. Der Nachweis einer erfolgreichen Rückhaltung der BAL in der PVA-
Matrix bot jedoch die absolute Gewissheit. 
4.2.3 Diffusion 
Stellvertretend für die als Substrate verwendeten Aldehyde wurde 3-FA auf sein 
Diffusionsverhalten von der organischen Phase in die wässrige PVA-Matrix bzw. in Wasser 
untersucht. Ein Unterschied im zeitlichen Ablauf wurde nicht sichtbar. Wie gezeigt werden 
konnte, ist bei beiden Medien die Diffusion bereits nach weniger als 5 min abgeschlossen und 
eine stabile Konzentration erreicht (Abb. 22, S. 46). Kleinere Schwankungen sind zum Teil 
darauf zurückzuführen, dass für die einzelnen Messzeitpunkte jeweils ein separater Ansatz 
diente. 
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Vergleicht man den Verlauf der Substratkonzentration über die Zeit bei der Verwendung 
enzymfreier und -beladener PVA-Kugeln, zeigt sich, dass am Ende des Messzeitraumes 
(23 h) in den Ansätzen mit den BAL-PVA-Kugeln das Konzentrationsgleichgewicht 10fach 
niedriger ist als bei den enzymfreien PVA-Kugeln (Abb. 23, S. 47). Die gemessene 
Endkonzentration in der Synthese mit den BAL-PVA-Kugeln lag bei 3 mM 3-FA. Durch die 
späteren Erkenntnisse in den Verteilungsexperimenten liegt der anhand Formel (11) (S. 62) 
berechnete Umsatz in diesem Fall bei 90,4 %. 
Shapiro et al. (1998) haben zudem das Diffusionsverhalten von PVA unter Einfluss 
verschiedener Temperaturen in einem 10%igen PVA-Kryogel untersucht. Es ließ sich eine 
deutliche Temperaturabhängigkeit feststellen, mit einem maximalen Diffusionskoeffizienten 
bei 32 °C. Diese Temperatur liegt nahe der in dieser Arbeit standardmäßig verwendeten, für 
die BAL optimalen Reaktionstemperatur von 30 °C. Bezüglich der Verwendung von Kugeln 
mit und ohne α-Chymotrypsin konnten Shapiro et al. keine signifikanten Unterschiede 
erkennen; unter- bzw. oberhalb des Temperaturoptimums waren die Diffusionskoeffizienten 
jeweils für die enzymbeladenen PVA-Immobilisate bzw. für die proteinfreien Kugeln 
geringfügig kleiner. 
Anhand der gezeigten Diffusionsergebnisse (3.2.4) ist nicht zu erkennen, dass es zu 
Massentransferlimitierungen aufgrund eines zu geringen Porendurchmessers der hier 
verwendeten 9%igen PVA-Matrix gekommen ist. Von Chen et al. (2003) verwendete 
phosphorylierte PVA-Kugeln zeigten erst oberhalb einer PVA-Konzentration von 9 % einen 
deutlichen Abfall des Diffusionskoeffizienten. Zudem wurde für die Diffusionsexperimente 
ein Reagenz mit einer sehr komplexen linearen Molekülstruktur (2-[p-
Aminophenylsulonyl]ethanol Sulfatester) verwendet, welche keine der hier verwendeten 
Aldehyde bzw. gebildeten Produkte aufweist. Sie konnten zeigen, dass der Massentransfer 
durch die Erhöhung der Rührergeschwindigkeit von 50 auf 400 U·min-1 deutlich verbessert 
werden konnte. Die besten Diffusionseigenschaften wiesen PVA-Kugeln mit einer 
Konzentration von 7 % auf. Wie bereits zuvor im Zusammenhang mit der Enzymrückhaltung 
(4.2.2) erwähnt, hätte auch hier wiederum die Möglichkeit bestanden, über die PVA-
Konzentration den Porendurchmesser der PVA-Matrix zu variieren und somit die 
Diffusionseigenschaften der Substrate und Produkte zu verbessern. 
98   4 Diskussion 
4.2.4 Aldehyd-Verteilungskoeffizienten 
Schon bei den Diffusionsexperimenten war kein signifikanter Unterschied der 
Endkonzentrationen bei der Verwendung von Wasser oder PVA als wässrige Phase zu 
erkennen gewesen. Dieses Phänomen konnte durch die in 3.2.5 beschriebenen, umfangreichen 
Experimente zum Verteilungsverhalten der Aldehyde bestätigt werden. Lediglich der Zusatz 
von DMSO zu der flüssigen Phase führte eine Konzentrationszunahme in dieser herbei. Dies 
konnte für die flüssigen Phasen (Wasser und KPi-Puffer), nicht aber für die PVA-Gele gezeigt 
werden, da es nicht gelang, DMSO-haltige Kugeln ausreichender Stabilität herzustellen. Es ist 
aber anzunehmen, dass diese Verteilungsveränderung analog auf DMSO-haltige PVA-Kugeln 
übertragen werden kann. Dieser Effekt ist gerade für stark hydrophobe Aldehyde wie z. B. 
4-IBA (logP ca. 3) von Vorteil, um die Löslichkeit in der wässrigen Phase zu erhöhen und 
somit die Synthese stark hydrophober Aldehyde zu ermöglichen. Generell kann DMSO bei 
der Herstellung von PVA-Gelen zugegeben werden, wie Yamaura et al. (1989) sowie Righetti 
und Snyder (1988) beschreiben. Neben dem Cosolvens DMSO wird häufig auch PEG 
verwendet (Demir et al. 2001). Das ohnehin bei der Herstellung der Kugeln verwendete PEG 
könnte eventuell auch zu einer Verbesserung der Löslichkeit hydrophober Substanzen 
beitragen. Es hat in der hier eingesetzten Art bzw. Konzentration von 9 % jedoch keine 
messbare Verbesserung der Löslichkeit im Vergleich zum Wasser bewirkt. 
Für die Verteilungsansätze mit 3,5-DBA (logP ca. 1,5) liegt die Vermutung nahe, dass bei 
Konzentrationen ab 25 mM die maximale Löslichkeit in der wässrigen Phase erreicht ist 
(3.2.5). Man konnte dies für alle PVA-, Wasser- und KPi-Puffer-Phasen beobachten. Der 
Hinweis auf eine Sättigung in der wässrigen Phase ist daran erkennbar, dass trotz 
zunehmender Aldehydkonzentrationen in der Hexanphase die in die wässrige Phase 
diffundierende Stoffmenge nicht zunimmt, der prozentuale Anteil in der Hexanphase steigt 
(Abb. 24 b), S. 48) und der Verteilungskoeffizient bei einer Ausgangskonzentration von 
25 mM nach 50 mM stark zunimmt und nicht, wie bei 3-FA zu beobachten, bis zu einer 
Konzentration von 50 mM konstant bleibt.  
Betrachtet man die Verteilungskoeffizienten für einen Aldehyd (3.2.5) zwischen einer 
organischen und einer wässrigen Phase unter Verwendung von organischen Lösungsmitteln 
unterschiedlicher Stoffklassen, konnte festgestellt werden, dass mit steigendem logP-Wert der 
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Lösungsmittel der Verteilungskoeffizient nicht zwingend zunahm. Betrachtet man nur n-
Hexan, wurde mit zunehmendem logP-Wert der Aldehyde eine höhere Affinität zu n-Hexan 
ersichtlich, trotzdem es sich auch bei den aromatischen Aldehyden nicht nur um Isomere 
sondern auch um Aldehyde mit unterschiedlichen zusätzlichen funktionellen Gruppen 
handelte. Die Verteilung von BA und 4-IBA bei der Betrachtung einer Vielzahl von 
Lösungsmitteln zeigten ebenfalls eine einheitlichen Trend (Abb. 27, S. 52). Es kann 
festgehalten werden, dass jeweils für die Verteilung in Abhängigkeit des logP von Substanz 
bzw. Lösungsmittel einheitliche Tendenzen zu sehen sind, wenn entweder die Stoffklasse des 
Lösungsmittels bzw. die bezüglich ihres Verteilungsverhaltens beobachtete Substanz gleich 
bleibt. 
Der bestimmte logP-Wertes (Abb. 26, S. 51) von 3-FA, d. h. der dekadische Logarithmus des 
experimentell ermittelten Verteilungskoeffizienten von 3-FA in 1-Octanol und Wasser 
(Phasenverhältnis 1:1), wies einen Wert von 0,4 auf und lag somit im Bereich des in der 
Literatur angegebenen Wertes von 0,801±0,738 (Advanced Chemistry Development Software 
Solaris V4.67, © 1994–2004 ACD). Hiermit konnte gezeigt werden, dass die gewählte 
Methode für die Bestimmung der Verteilungskoeffizienten repräsentativ war. 
Anhand der zuvor experimentell bestimmten Verteilungskoeffizienten wurde erkennbar, dass 
es nicht möglich ist, vom logP-Wert einer Substanz seinen (dekadischen) 
Verteilungskoeffizienten für andere Lösungsmitteln abzuleiten, sondern bestenfalls 
Tendenzen für das Verteilungsverhalten abgeschätzt werden können. Aufgrund der 
Komplexität des Zweiphasensystems wurde der Verteilungskoeffizient daher separat für jedes 
Aldehyd experimentell bestimmt (Tab. 6, S. 53). Für die Berechnung der 
Verteilungskoeffizienten wurde das Phasenverhältnis mit einbezogen (Formel (10), S. 33), um 
für die Syntheseansätze genaue Aussagen über die Stoffkonzentrationen in der festen PVA-
Phase machen und die Umsätze berechnen zu können. Für die theoretischen Vorhersagen von 
logP-Werten bzw. Verteilungskoeffizienten zwischen Octanol und Wasser verschiedenartiger 
Moleküle existieren zwar unterschiedliche theoretische (Ghose und Crippen 1987; Haeberlein 
und Brinck 1997; Tetko und Bruneau 2004) und praktische (Banerjee et al. 1980) Ansätze, 
jedoch nicht für die Bestimmung von Verteilungskoeffizienten zwischen Wasser und 
sonstigen organischen Lösungsmittelphasen.  
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4.2.5 Mechanische Eigenschaften von PVA-Kugeln im Vergleich zu Alginat-Kugeln 
Von den auf ihre Druckfestigkeit (Vorschubgeschwindigkeit des Stempels 5,27 mm·min-1) 
untersuchten 9%igen PVA-Kugeln und 2%igen Alginatkugeln wiesen nur die kleinsten 
Alginatkuglen einen mit der verwendeten Messmethode nachweislichen Bruchpunkt bei einer 
Kraft von ca. 1,8 N auf (3.3.2). Ariga et al. (1987) konnten ebenfalls für 2%ige Alginatkugeln 
einen Bruchpunkt bei einer Kraft von 2 kg·cm-² messen. Neben einem Bruchpunkt berichten 
Ting und Sun (2000) sowie Khoo und Ting (2001) zudem über eine Instabilität bei 
Alginatkugeln gegenüber sauren (pH ≤ 5,0) und alkalischen (pH ≥ 9,0) Lösungen, PVA-
Kugeln hingegen beschreiben sie als hoch elastisch und in einem pH-Bereich von 1,0–14,0 
einsetzbar. Eine hohe Elastizität und Stabilität werden häufig im Zusammenhang mit PVA-
Kugeln beschrieben. Diese Eigenschaften zeigen auch die unter 3.3.2 beschriebenen 
Messungen für die hier verwendeten PVA-Kugeln; es ließ sich kein Bruchpunkt messen und 
der spät ansteigende Verlauf des Kompressionskraft (Abb. 29, S. 55) lässt ebenfalls darauf 
schließen, dass PVA elastischer ist als Alginat. Bei der Verwendung beider Materialien ist die 
Ausprägung der zuvor genannten Eigenschaften wiederum abhängig von ihrer genauen 
Zusammensetzung z. B. bezüglich Wasser-, PVA- und PEG-Gehalt, Temperaturen und 
Temperaturprofil für Einfrier- und Auftauprozess (Ariga et al. 1987; Chen et al. 2003; 
Hayami et al. 1993; Kobayashi et al. 2003; Lozinsky et al. 1995; Lozinsky 1998; Prüße et al. 
1997; Stammen et al. 2001; Watase et al. 1983) bzw. Alginatkonzentration und Konzentration 
der CaCl2-Lösung (Martinsen et al. 1989). 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die verwendeten Alginatkugeln zwar durch 
eine höhere Festigkeit auszeichnen, PVA-Kugeln jedoch auch eine sehr hohe Festigkeit 
besitzen. Die abnehmende Festigkeit der PVA-Kugeln mit zunehmender Größe (Tab. 8, S. 56) 
lässt sich eventuell durch den Herstellungsprozess erklären. Bei der Kryogelierung ist eine 
vollständige Gelierung bis zum Inneren der Kugel bei kleinem Eintropfvolumen eher 
gewährleistet als bei größeren Volumina. Die Vollständigkeit der ionotropen Gelbildung bei 
der Herstellung der Alginatkugeln hingegen hängt von der Verfügbarkeit der Ca2+-Ionen ab, 
welche über einen längeren Zeitraum hinweg aus der CaCl2-Lösung in die Kugeln 
hineindiffundieren können. Hierbei spielt die Größe der Kugeln in dem hier verwendeten 
Maßstab keine Rolle. Es konnte somit gezeigt werden, dass die Festigkeit der unterschiedlich 
großen Alginatkugeln, die keinen Bruckpunkt aufweisen (25 und 50 µL), annähernd gleich ist. 
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Die Stabilitätseigenschaften sind vor allem im Hinblick auf die spätere Anwendung z. B. in 
einem Wirbelschicht- oder Rührkesselreaktor von großer Bedeutung. Hier sind die 
Immobilisate oft sehr hohen Scherkräften ausgesetzt, denen sie standhalten müssen ohne 
Rührkesseln keinerlei Beschädigungen aufwiesen (Plieva et al. 2000), obwohl sie z. T. 
Scherkräften von bis zu 600 U·min-1 ausgesetzt waren (Leidig et al. 1999). Bei Khoo und 
Ting  (2001) zeigen PVA-Kugeln nach einer Rührdauer von 70 h bei 500 U·min-1 lediglich 
eine leichte Verringerung des Durchmessers um 1,2 % und eine Gewichtsabnahme von 3,5 %. 
Für Alginatkugeln lagen diese Werte mit 55,9 und 84,2 % um ein Vielfaches höher. Prüße et 
al.  (1997) konnten für PVA-Immobilisate ebenfalls keinen Abrieb feststellen. 
4.2.6 Einfluss organischer Lösungsmittel auf die mechanische Festigkeit von PVA 
Die PVA-Matrix zeigte gegenüber Lösungsmitteln eine hohe Resistenz, wie sie auch bei 
Prüße et al. (1997) beschrieben wird. Abhängig von der Wasserlöslichkeit bzw. -mischbarkeit 
der verwendeten Lösungsmittel kam es z. T. zum Schrumpfen bzw. zu einer leichten 
Abnahme der Festigkeit der Kugeln (3.3.3). Beobachtungen von Wang et al. (2004), bei 
denen getrocknete PVA-Kugeln mit zunehmender Polarität einer Lösung stärker aufquollen, 
zeigen den hydrophilen Charakter der PVA-Kugeln und begründen, warum den Kugeln z. T. 
zwar durch die Lösungsmittel Wasser entzogen werden konnte, es jedoch nachweislich zu 
keinem Aufquellen der Kugeln kam. Mit Ausnahe von IPE zeigten alle Lösungsmittel, in 
denen die PVA-Kugeln gelagert wurden und darunter auch das für die Reaktionsansätze 
verwendete n-Hexan,  keinen signifikanten Einfluss auf die Festigkeit der Kugeln. Die 
Kurvenverläufe der Kraftmessungen während der jeweiligen Kompressionen waren nahezu 
identisch mit dem für in Silikonöl gelagerte Kugeln (Abb. 30, S. 57).  
In Übereinstimmung mit bereits aus der Literatur bekannten Untersuchungen, zeigten auch 
die hier erzielten Ergebnissen, dass PVA-Immobilisate ideale mechanische Eigenschaften 
aufweisen und sich daher sehr gut für einen Rührkesselreaktoreinsatz bzw. einen 
Wirbelschichtreaktor eignen. Darüber hinaus haben organische Lösungsmittel keine merklich 
negativen Einfluss auf die Gelfestigkeit. Zudem kann, wie bereits zuvor erwähnt, die 
Festigkeit und Elastizität der PVA-Kugeln leicht über Zusammensetzung und 
Herstellungsweise variiert werden. Alginatkugeln hingegen weisen häufig einen Bruchpunkt 
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auf und würden durch die in einem Rührkesselreaktor herrschenden Scherkräfte zerschlagen 
werden. Da sie jedoch eine höhere Druckfestigkeit aufwiesen (3.3.2), wäre ihr Einsatz eher in 
einem Säulenreaktor mit einem Packbett denkbar. 
4.3 Wahl des Enzympräparates, des Lösungsmittels und der Substrate 
4.3.1 Entscheidung für das Enzympräparat 
Die Verwendung von glyzerinversetzter BAL-Lösung im Gegensatz zum Enzympulver bei 
der Herstellung der kältegelierten PVA-Immobilisate zeigte keinen Vorteil für die 
Enzymaktivität (3.4.1). Positive Effekte durch den Zusatz von Glyzerin als Kryprotektor für 
das Enzym bei der Kältegelierung bzw. in Bezug auf die Substrat-/Produktverteilung im 
Zweiphasensystem blieben aus. Wäre ein positiver Effekt durch die Verwendung einer 
glyzerinhaltigen Lösung auf die Enzymaktivität und damit verbunden auf die Synthese im 
Zweiphasensystem zu erkennen gewesen, hätte bei der Enzymreinigung bereits das Dialysat 
mit der höheren spezifischen Enzymaktivität verwendet und ein weiterer Reinigungsschritt 
eingespart werden können. Da die BAL jedoch beim Einsatz als Lyophilisat ein besseres 
Ergebnis in der Synthese erzielte (Abb. 32, S. 59) und die längerfristige Lagerung eines 
Enzyms in Form eines Pulvers bei -20 °C in der Regel sehr schonend erfolgt, wurde ein durch 
den weiteren Reinigungsschritt verursachter Aktivitätsverlust (4.1.2) hingenommen. Die 
Lagerung eines flüssigen Enzymvorrates hätte zudem den Nachteil gehabt, dass aufgrund der 
Herstellungsmethode der PVA-Immobilisate das Volumen begrenzt ist und somit bei der 
Verwendung des Dialysats nur eine limitierte Beladung bzw. Enzymkonzentration in 
Abhängigkeit von der Qualität möglich gewesen wäre. 
4.3.2 Entscheidung für das Lösungsmittel 
Für die Synthese im Zweiphasensystem spielt die Wahl des Lösungsmittels eine 
entscheidende Rolle, denn vor allem das Lösungsmittel beeinflusst die Verteilung der 
Substrate und Produkte zwischen den beiden Phasen. Das Substrat muss in ausreichendem 
Maße dem Enzym in der wässrigen Phase zur Verfügung stehen. Neben der Funktion des 
Lösungsmittels als Reservoir für das Substrat muss es gleichzeitig das gebildete Produkt gut 
extrahieren können. Häufg ist dies ein Problem, da Substrate und Produkte nicht die gleichen 
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Eigenschaften bezüglich der funktionellen Gruppen, Polarität bzw. Hydrophobizität 
aufweisen. Für eine Synthese in flüssig-flüssigen Zweiphasensystemen spielt die 
Inaktivierung des Enzyms an der Phasengrenze eine weitere entscheidende Rolle. Nur 
Lipasen und Proteasen bleiben in organischen Lösungsmitteln stabil und werden an der 
Grenzfläche aktiviert (Gupta et al. 2002; Timmis und Pieper 1999). Untersuchungen von 
Filho et al. (2003) zeigten, dass bei der Wahl des Lösungsmittels die Funktionalität des 
Lösungsmittels einen signifikanteren Einfluss auf die Inaktivierung hatten als sein logP-Wert. 
In wässrigen Medien weisen Enzyme sowohl hydrophile Domänen an der Oberfläche als auch 
hydrophobe im Inneren des Moleküls auf. Durch eine Verringerung der Polarität des 
umgebenden Mediums z. B. durch Zugabe eines organischen Lösungsmittels, sind die 
hydrophoben Regionen des Enzyms geneigt mit dem Lösungsmittel in Interaktion zu treten. 
Intramolekulare hydrophobe Wechselwirkungen und somit die Faltung werden aufgehoben 
und das Protein denaturiert (Tamaka und Kawamoto 1991). Die Problematik der 
Inaktivierung kann in dem hier verwendeten gelstabilisierten Zweiphasensystem, wenn 
überhaut, nur in geringem Maße an der Immobilisatoberfläche stattfinden. U. a. für die 
Untersuchung eines möglicherweise inaktivierenden Effektes des Lösungsmittels auf die BAL 
wurde ein Lösungsmittelscreening für die Synthese in dem gelstabilisierten PVA-Hexan 
System durchgeführt. Sehr gute Syntheseeigenschaften ergaben sich für die Alkane und DEE 
(Abb. 33, S. 60), betrachtet man die erzielten Substratverbräuche. Für MTBE lag der 
Substratverbrauch nur bei ca. 20 %, für 2-Octanon, 2-Propanol, DBE und IPE sogar bei 
weniger als 5 %. Hierfür können verschiedene Ursachen in Frage kommen, wie z. B. eine 
Enzyminaktivierung durch das verwendete Lösungsmittel, das Substrat oder das Produkt aber 
auch, dass die durch das verwendete Lösungsmittel hervorgerufene Substratverteilung im 
ungünstigsten Fall nicht genügend bzw. kein Substrat in die Wasserphase eindringen lässt. 
Untersuchungen zur Substratverteilung hatten im Fall von DBE gezeigt, dass ein Drittel in der 
Wasserphase wiederzufinden ist (Abb. 26, S. 51) und somit die zuletzt genannte Ursache hier 
nicht in Frage kommen kann. n-Hexan hingegen zeigte neben den guten Syntheseergebnissen 
eine günstige Substratverteilung (3.2.5) und wurde somit als Lösungsmittel für die 
präparativen Synthese ausgewählt. 
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4.3.3 Entscheidung für die Substrate 
Für die Auswahl der Aldehyde, die als Substrate für die Benzoinkondensationen eingesetzt 
wurden, wurde ebenfalls ein Screening durchgeführt. Da die BAL ein sehr weites 
Substratspektrum aufweist und ortho-, meta- und para- sowie mehrfach-substituierte 
Aldehyde akzeptiert (Dünkelmann et al. 2002), wurden mehrere aromatische sowie 
heterozyklische Aldehyde auf ihren potenziellen Einsatz getestet. Bei den Synthesen zeigte 
sich die Tendenz, dass ortho-substituierte Aldehyde wie 2-TA und 2-EBA etwas schlechter 
bzw. gar nicht umgesetzt wurden. Ähnliche Beobachtungen machten Demir et al. (2001; 
2002) sowie Sanchez-Gonzalez und Rosazza (2003) für die Synthese von α-Hydroxyketonen, 
bei denen die Ausbeuten für aromatische Donoraldehyde mit ortho-ständigen Substituenten 
niedrig ausfielen und meta-substituierte Benzaldehyde bessere Ausbeuten aufwiesen. Es wird 
vermutet, dass durch die Nähe des Substituenten zu der Aldehydgruppe am Aromaten eine 
sterische Hinderung auftritt (Demir et al. 2002). Neben einer enzymspezifischen Ursache 
könnte aber auch ein Stofftransferproblem vorgelegen haben, wobei entweder das Substrat 
nicht in der Lage war in die Gelkugeln zu gelangen oder gebildetes Produkt mit n-Hexan 
nicht ausreichend extrahiert werden konnte und die Reaktion durch eine Produktinhibierung 
zum Erliegen kam. 
4.4 (R)-Benzoin-Synthesen im präparativen Maßstab 
Durch oben genanntes Substratscreening viel die Wahl auf 3-TA, 3- und 4-EBA, 3-FA, 
2-BCA und 3-TCA. Alle präparativen Synthesen brachten ausnahmslos ausreichende 
Produktmengen hervor, so dass alle relevanten Analysen zur Identifizierung der erstmalig mit 
der BAL synthetisierten (R)-Benzoine erfolgreich durchgeführt werden konnten (3.4.3). Da es 
sich zum Zeitpunkt der präparativen Synthesen um ein nur wenig optimiertes System handelte 
und bis hierher keinerlei Variationen der Syntheseparameter und –zusammensetzung 
stattgefunden hatten, sind die erzielten Umsätze mit größtenteils über 30 % und für 3-FA 
sogar mit 77 % sehr zufriedenstellend (Tab. 9, S. 72). Wie schon durch die 
Verteilungsexperimente abzusehen war, nehmen bei gleicher Synthesedauer mit 
zunehmendem logP-Wert der Aldehyde Umsatz und die volumetrische Produktivität ab. Die 
Produktausbeuten nehmen gleichermaßen zu, da auch ihr logP-Wert steigt und die Produkte 
sich somit besser in n-Hexan lösen. Für die sechs verwendeten Aldehyde wurde ersichtlich, 
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dass die Synthesedauer für hydrophobere Substrate zwar zunahm, aber nach dieser Zeit auch 
gute Umsätze erzielt werden konnten.  
Die Umsätze wurden jeweils über die Substratkonzentration in n-Hexan berechnet (Formel 
(11), S. 62). Eine Berücksichtigung der Produktverteilung war nicht möglich, da die 
synthetisierten Benzoine Schwierigkeiten beim Wiederlösen in n-Hexan zeigten und daher 
keine Bestimmung der Verteilungskoeffizienten durchgeführt werden konnte. Dies deutet 
gleichzeitig darauf hin, dass die Aufnahmekapazität von n-Hexan für die gebildeten 
Benzoinderivate auch während der Synthese nicht ausreichend ist. Dies war vor allem durch 
eine nadelförmige Kristallbildung der (R)-Benzoine, besonders bei den im Folgenden 
diskutierten, zahlreich durchgeführten (R)-3,3’-Furoin-Synthesen, zu beobachten. Tatsächlich 
wird auch bei anderen Synthesen von Benzoinderivaten in einem gepufferten 
Einphasensystem mit 20 % DMSO berichtet, dass ein Großteil des gebildeten Produktes 
ausfällt (Demir et al. 2001). Es ist daher naheliegend, dass es ebenfalls in den Gelkugeln zu 
einem Ausfallen der Produkte kommt und diese eventuell den Stofftransport bzw. die 
Synthese beeinträchtigen. 
4.5 Charakterisierung der (R)-3,3’-Furoin-Synthese im analytischen Maßstab 
Die vorangegangene Vermutung über verbleibende Produktmengen in den Kugeln konnte 
durch Extraktionsexperimente bestätigt werden (3.5.3). Nach Extraktion der wässrigen PVA-
Phase sowie Aufschluss getrockneter Immobilisate aus einer Synthese mit n-Hexan, konnte in 
der Hexanphase eindeutig Produkt nachgewiesen werden. Aufgrund der Verteilung des 
Produktes zwischen den beiden Phasen ist es nicht verwunderlich, dass die aus der 
Substratabnahme berechneten Umsäzte etwas höher ausfallen können als die tatsächlich 
gereinigte Produktmenge. Vor allem für die präparative (R)-3,3’-Furoin-Synthese wurde eine 
sehr hohe Abweichung zwischen einem Umsatz von ca. 77 % und einer Produktausbeute von 
nur 16,4 % deutlich. Demnach müssten sich ca. 60 % noch in den PVA-Immobilisaten 
befunden haben. In Anbetracht des recht guten Umsatzes wäre dies jedoch eine beachtliche 
Menge und es ist sehr unwahrscheinlich, dass die gesamte Menge in den Kugeln verblieben 
ist. Da zum Zeitpunkt der präparativen Synthesen die (R)-3,3’-Furoin-Synthese noch nicht 
genauer untersucht und somit auch die Kristallbildung noch nicht bekannt war, ist 
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anzunehmen, dass bei der Aufreinigung der Hexanphase die Kristalle versehentlich nicht mit 
erfasst wurden. 
Teilweise wurde in weiteren Synthesen im analytischen Maßstab in der Hexanphase eine 
Kristallbildung beobachtet, welche nochmals auf ein Ausfallen des Produktes in den PVA-
Kugeln schließen lässt. War eine derartige Kristallbildung in der Hexanphase zu beobachten, 
konnte bereits schon nach kurzer Zeit ein hoher Umsatz verzeichnet werden. Dies schließt 
also eine negative Beeinflussung der Synthese durch die kristallförmigen Nadeln aus. So 
wurde z. B. bereits nach 4 h in einer (R)-3,3’-Furoin-Synthese ein Umsatz von 64 % mit 99 % 
ee, nach 23 h sogar ein Umsatz von 90 % erreicht, allerdings mit einer Abname des ee auf 
89 %, was anhand der Zunahme des (S)-3,3’-Furoin in Abb. 43 (S. 74) zu erkennen ist. 
Analysen des kristallinen Produktes ergaben, dass es sich ausschließlich um das reine (R)-
Enantiomer des 3,3’-Furoins handelte. Da das ausgefallene 3,3’-Furoin nicht bei der 
Berechnung der ee-Werte berücksichtigt wurde, ist der ee-Wert nach 23 h wesentlich höher 
als er hier mit 89 % anhand der alleinig in der Hexanphase gemessenen Konzentration 
berechnet werden konnte. Im wässrigen Einphasensystem mit KPi-Puffer und 20 % DMSO 
bei der Benzoinsynthese mit ähnlichen Aldehyden wie z. B. Methoxybenzaldehyd-Isomere, 
2-FA, 2-TCA und 2-Naphthaldehyd erzielten Demir et al.  (2002) vergleichbare Umsätze von 
73 bis 98 % mit ee-Werten zwischen 91 und >99 %. 
Um einen direkten Vergleich zwischen dem in dieser Arbeit verwendeten PVA-stabilisierten 
Zweiphasen- und dem DMSO/KPi-Puffer-System anstellen zu können, wurde die (R)-2,2’-
Furoin-Synthese ausgewählt. Mit einer BAL-Konzentration von 0,5 U·mL-1 (0,5 U 
Gesamtenzym pro Ansatz) in der PVA-Phase konnten hervorragende Produktivitäten von 
0,3 mg·U-1·h-1 bzw. 127 mg·L-1·h-1 und ee-Werte von 99 % mit dem gelstabilisierten 
Zweiphasensystem erzielt werden (3.4.3). Das von Demir et al. (2002) verwendete 
DMSO/KPi-Puffer-System hingegen konnte mit einer vergleichbaren Enzymkonzentration 
von 0,4 U·mL-1 (40 U Gesamtenzym pro Ansatz) nur dreifach geringere Produktivitäten von 
0,1 mg·U-1·h-1 bzw. 41 mg·L-1·h-1 mit einem ee von 92 % hervorbringen. 
Eine Acyloinkondensation, wie sie für das DMSO/KPi-Puffer-System für die Verwendung 
zweier unterschiedlicher Aromaten (Sanchez-Gonzalez und Rosazza 2003) bzw. für die 
Ligation eines aromatischen mit einem aliphatischen Aldehyd (Demir et al. 2001; 2003; 
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2004) beschrieben ist, konnte im gelstabilisierten Zweiphasensystem nicht realisiert werden. 
Ein in den Ergebnissen nicht aufgeführter Syntheseansatz mit dem Aromaten 
2-Naphthaldehyd (logP = 2,871) und dem Aliphaten Acetaldehyd (logP = -0,156) zeigte die 
Problematik dieser Synthese und somit allgemein die Schwierigkeit des Einsatzes zweier von 
ihrem Verteilungsverhalten gegensätzlicher Aldehyde im Zweiphasensystem. Da diese 
Reaktion nicht im Fokus stand und eine Optimierung für dieses System notwendig gewesen 
wäre wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt. Zudem zeigten PVA-Kugeln unter dem 
Zusatz von Acetaldehyd eine deutliche, negative Beeinträchtigung der Stabilität der PVA-
Matrix. 
4.6 Charakterisierung der Nebenreaktionen der (R)-3,3’-Furoin-Synthese 
Während der Carboligationsreaktion von 2-BCA und 4-EBA (3.4.3), aber vor allem bei der 
eingehend untersuchten Reaktion von 3-FA (3.5), traten neben dem erwünschten (R)-3,3’-
Furoin ((1a), S.  63) auch das Oxidationsprodukt 1,2-Bis(3-furanyl)ethan-1,2-dion ((1b), 
S. 64) sowie das (S)-Enantiomer auf. Die Bildung des (S)-Enantiomers und eine damit 
verbundene Verringerung der ee-Werte ist ebenfalls für einige von Demir et al. (2002) 
durchgeführten C-C-Knüpfungsreaktionen beschrieben. Die Bildung des (S)-Enantiomers ist 
nicht auf eine schlechte Selektivität der BAL gegenüber den Aldehyden zurückzuführen, wie 
die in 3.5.2 aufgeführten Experiment belegen konnten. Vielmehr handelt es sich um eine 
spontane chemische Racemisierungsreaktion des (R)-3,3’-Furoins. Vor allem bei 
Verbindungen mit einer 3-Furan-Carbonyl-Funktion, die auch bei 3-FA vorliegt, wurden sehr 
schnelle Racemisierungsprozesse beobachtet, da die Carbonylgruppe mit dem Sauerstoffatom 
des 3-Furyl-Rings über Resonanz interagiert (Corrie 1998), vergleichbar mit der Keto-Enol-
Tautomerie. Neben der Racemisierung bildete sich wie bereits oben erwähnt auch das 1,2-
Bis(3-furanyl)ethan-1,2-dion. Es handelt sich um eine bekannte Nebenreaktion, welche auf 
die Oxidation durch Sauerstoff zurückzuführen ist (Grunder et al. 1972; Miyashita et al. 
1994). Die Bildung von Benzil durch Oxidation wird vor allem beobachtet, wenn halogenierte 
Verbindungen zum Einsatz kommen (Demir et al. 2002). Die Benzoinkondensation des 
heterozyklischen Aldehyds 3-TCA, der auch in dieser Arbeit verwendet wurde, mit einem 
chemischen Katalysator brachte neben Thenoin ebenfalls sein Oxidationsprodukt Thenil 
hervor (Kim et al. 1992). Eine Untersuchung zeigte hier jedoch, dass für diese Verbindung 
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eine Oxidation durch Luft sowie eine thermische Dehydrogenierung ausgeschlossen werden 
konnten. Eine zunächst vermutete Autoxidation und -reduktion von Thenoin zu Thenil und 
1,2-Di-2-thienyl-1,2-ethandieol bzw. eine Redoxreaktion mit den Edukten 3-TCA und 
Thenoin zu den Produkten Thenil und 2-Thienyl-Methanol, war ebenfalls unwahrscheinlich, 
da die Alkohole nicht nachweisbar waren. Daher wird angenommen, dass es sich um ein 
Zusammenspiel mehrerer Reaktionswege eventuell u. a. auch eine Radikalreaktion handelt. 
Das Diketon konnte bei der zeitlichen Betrachtung der 3,3’-Furoin-Synthese stets als erstes 
Nebenprodukt detektiert werden. Wie eine optimal verlaufende Synthese zeigte (Abb. 48, 
S. 82), nimmt die Konzentration zwar über die Zeit kontinuierlich zu, beträgt nach 4 h aber 
nur 1 %. Der (S)-Enantiomeranteil nach 4 h liegt sogar nur bei 0,4 %. Die ab 4 h in n-Hexan 
gemessene konstante Konzentration des Gesamtproduktes – trotz fortschreitender 
Substratabnahme – ist auf die von hier an fortschreitende Kristallisation des (R)-Enantiomers 
zurückzuführen. Angaben über den Diketonanteil zu einem späteren Zeitpunkt verfälschen 
also die Aussage, da bei der eintretenden Kristallisation das (R)-3,3’-Furoin der Hexanphase 
kontinuierlich entzogen wurde und das gesamte über den Reaktionszeitraum gebildete, reine 
(R)-Enantiomer als nadelförmige Kristalle aus den PVA-Kugeln extrahiert wurde. Es konnte 
gezeigt werden, dass die Oxidation und Racemisierung in der wässrigen Phase stattfinden 
(3.5.2) und die hierdurch entstehende Diketon und (S)-Enantiomer alleine durch Extraktion in 
das n-Hexan gelangen und nicht dort entstehen. Gerade die Verwendung von organischen 
Lösungsmitteln ist häufig bevorzugt um ein Auftreten spontaner und unerwünschten 
Nebenreaktionen zu vermindern (Castro und Knubovets 2000). Die Kristallbildung könnte 
möglicherweise durch ein leichtes Absenken der Temperatur während der Probenahme und 
einen hierbei gebildeten Kristallisationskeim ausgelöst worden sein. Durch die anschließende 
schnelle und kontinuierliche Produktextraktion und die kurze Verweilzeit in den Kugeln 
wurden die Nebenreaktionen weitestgehend vermieden. Dies war nicht der Fall für 
Reaktionen, die keine Kristallbildung und somit niedrigere Umsätze aufwiesen. Eine 
verkürzte Reaktionszeit bzw. eine schnelle Extraktion ist also auf jeden Fall erstrebenswert. 
Eine kontinuierliche Synthese, aber auch die Verwendung eines Lösungsmittels in dem sich 
die Produkte besser lösen, könnten zu einer verbesserten Extraktion beitragen. Für letztere 
Möglichkeit konnte gezeigt werden, dass die Benzoine aufgrund ihrer funktionellen Gruppen 
zwar sehr gute Löslichkeitseigenschaften in Ketonen aufweisen, aber in der Synthese 
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keinerlei Produkt gebildet wurde. Die Versuche sind daher auch nicht im Ergebnisteil 
aufgeführt. 
4.7 Variation relevanter Parameter in der (R)-3,3’-Furoin-Synthese 
4.7.1 pH-Wert 
Die BAL weist für die Ligasereaktion eine maximale Aktivität bei pH 8,0 auf (Janzen 2002) 
und wurde daher stets bei diesem pH-Wert eingesetzt. Bei einem pH-Wert von 8,0 besitzt die 
BAL jedoch gleichzeitig eine Lyaseaktivität (Çalik et al. 2004; González und Vicuña 1989). 
Bei Janzen (2002) wurde bei pH 8,0 eine 4,5-mal höhere Ligaseaktivität gegenüber der 
Lyaseaktivität gemessen. Würde die Lyaseaktivität überwiegen, wäre die 
Gleichgewichtsreaktion auf die Seite der Spaltung verschoben und niedrigere Umsätze 
eventuell hiermit zu begründen. Da in einigen Veröffentlichungen Benzoinkondensationen bei 
einem pH-Wert von 7,0 durchgeführt werden (Demir et al. 2001; Demir et al. 2002; Demir et 
al. 2003; Demir et al. 2004; Sanchez-Gonzalez und Rosazza 2003), wurden für einen 
Vergleich PVA-Immobilisate mit diesem pH-Wert hergestellt. Durch die Absenkung des pH-
Wertes auf 7,0 wurde hier allerdings eine Verringerung der Umsätze erkennbar (S. 76). Da 
der pH-Wert eventuell auch die Gelbildung beeinflusst, ist allerdings nicht geklärt, ob 
tatsächlich die Enzymaktivität bei diesem pH-Wert schlechter war oder andere 
matrixabhängige Faktoren hierzu beigetragen haben. Weitere Variationen des pH-Wertes 
schienen nicht als erstrebenswert, da die BAL ihre maximale Aktivität zwischen 7,5 und 8,5, 
und ab einem pH-Wert von 6,0 gar keine Aktivität mehr besitzt (González und Vicuña 1989).  
4.7.2 Enzymbeladung 
Die Vielzahl an durchgeführten Experimenten zeigte, dass die (R)-3,3’-Furoin-Synthesen 
bezüglich der Quantität der Umsätze und der Qualität der Produkte und Nebenprodukte z. T. 
variierten (3.5.3). Die für die Variation der Enyzmbeladung verwendete BAL-PVA-
Immobilisate zeigten allgemein geringe Umsätze (≤26 %) und keine Kristallbildung (S. 77). 
Es ließ sich nur eine leichte Verbesserung des Umsatzes bei einer Enzymbeladung von 1,5 
gegenüber 0,5 U·mL-1 erkennen, und es konnte auch keine weitere Steigerung durch eine 
Beladungserhöhung auf 2,5 U·mL-1 festgestellt werden. Dieses Phänomen ist eventuell mit 
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einer Überladung der Matrix zu erklären, bei der es durch die nah an der Kugeloberfläche 
liegenden Enzyme bereits zu einem maximal möglichen Verbrauch des Substrates kommt und 
die Enzyme im Inneren der Kugeln gar nicht aktiv waren (Thomas et al. 1972). Da eine 
Überladung der Immobilisate zu vermeiden ist und beide höheren Beladungen keinen 
ersichtlichen Erfolg für eine Umsatzerhöhung brachten, der einen höheren Enzymverbrauch 
gerechtfertigt hätte, wurde weiterhin mit der geringsten getesteten Beladungen von 0,5 U 
BAL pro mL PVA-Lösung gearbeitet. 
4.7.3 Herstellungsweise der BAL-PVA-Immobilisate 
Die Reihenfolge, in der die BAL und die Cofaktoren bei der Herstellung der Ausgangs-PVA-
Lösungen hinzugegeben wurden, wurde variiert (a)–e), S. 78). Jede Immobilisatcharge für die 
fünf unterschiedlichen Variationen wurden separat hergestellt. Die mit diesen Immobilisaten 
durchgeführten Synthesen zeigten nur geringe Abweichungen bezüglich der Substrat- und 
Produkt-Konzentrationsverläufe über die Zeit (Abb. 46, S. 78) und es kein eindeutig positiver 
oder negativer Einfluss durch eine bestimmte Reihenfolge der zugegebenen BAL- oder 
Cofaktorlösungen erkennbar. Es spielte ebenfalls scheinbar keine signifikante Rolle, welche 
Konzentration der Puffer hatte oder ob Wasser verwendet wurde, um die Komponenten vorab 
zu lösen. Eine Aussage über eine tatsächliche Beeinflussung der Enzymaktivität durch hohe 
Salzkonzentrationen der Puffer konnte hier nicht gezeigt werden. 
Des Weiteren wurde die Herstellungsweise der Gele bezüglich des NaOH- und Mg2+-Zusatzes 
verändert (S. 79). Für Hydrogele, die standardmäßig mit MgSO4 als Cofaktor und 
vollverseiftem PVA (Zugabe von NaOH) hergestellt wurden, lagen die Umsätze für die (R)-
3,3’-Furoin-Synthese um 7 bzw. 9 % höher als bei der Verwendung von MgCl2 als Mg2+-
Ionen-Quelle bzw. ohne Zugabe von NaOH. Die hohe Na+-Ionen-Konzentration sowie die 
SO42--Ionen haben scheinbar keinen negativen Effekt auf die Aktivität der BAL. Zudem ist 
die Stabilität der Gele durch die Verwendung eines vollverseiften PVA-Polymers verbessert 
(Lozinsky 1998; Neukom 1949) und daher die Zugabe von NaOH für die Herstellung der 
Gele von Vorteil. 
Da die Immobilisate der zuvor beschriebenen Ansätze jeweils separat hergestellt werden 
mussten, sind die Rückschlüsse aus den Ergebnissen bezüglich des Einflusses der 
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Herstellungsweise auf die Synthese mit Vorsicht zu genießen. Für alle anderen Experimente 
dieser Arbeit wurden jeweils Reaktionsparameter variiert, die unabhängig von der 
Zusammensetzung bzw. Herstellung der PVA-Lösung und -Immobilisate waren. Bei ihnen 
beinhaltete die Ausgangslösung dieselbe BAL- und Cofaktor-Charge sowie PVA/PEG-
Lösung, die Immobilisate wurden unter identischen Bedingungen hergestellt und die 
Ergebnisse waren daher stets vergleichbar. Da die PVA-Matrix jedoch sehr komplex ist – 
PVA-, PEG-, NaOH-, ThDP-, Mg2+-, BAL-, Wasser- und HCl-Menge sowie pH-Wert, 
Temperatur und Dauer des Gelbildungsprozesses – wurde zusätzlich bei den einzelnen 
Versuchsreihen als Referenz stets ein Ansatz unter Standardbedingungen mitgeführt. Eine 
exakt reproduzierbare Herstellung konnte nicht garantiert werden, berücksichtigt man, dass 
z. B. bereits eine minimale Veränderung der Cofaktorkonzentrationen die Enzymaktivität 
stark beeinflussen kann (Janzen 2002). 
4.7.4 Substratkonzentration 
Mit Hilfe des Verteilungskoeffizienten PH/PVA (n-Hexan/PVA-Kugeln: 4:1), welcher für 3-FA 
0,7 beträgt (Tab. 6, S. 53), und der Anfangskonzentration in der Hexanphase lässt sich über 
eine Umformung der Formel (10) (S. 33) die Konzentration in n-Hexan im 
Gleichgewichtszustand berechnen: 
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Bei der Variation der Anfangskonzentration von 3-FA in n-Hexan von bis zu 75 mM liegt die 
theoretisch berechnete Konzentration in der Hexanphase (Formel (14), S. 111) nach der 
Verteilung bei 53 mM. Die daraus resultierende 3-FA-Konzentration in den PVA-Kugeln 
(Formel (10), S. 33) beträgt 88 mM. Zu hohe Konzentrationen können eine Inhibierung bei 
Enzymen hervorrufen (González und Vicuña 1989; Iding et al. 1998; Janzen 2002). Aufgrund 
dass das Substrat zunächst in die Matrix hineindiffundieren muss und es gleichzeitig durch 
die direkt einsetzende Synthese umgesetzt wird, ist zu erwarten, dass diese Konzentrationen 
in der PVA-Matrix nie erreicht werden und in diesem Fall unterhalb von 88 mM lagen. Da die 
Löslichkeit von 3-FA in Wasser näherungsweise bei ca. 300 mM liegt und die Löslichkeit in 
n-Hexan etwa halb so hoch ist, wurde die maximale Löslichkeit in keiner der beiden Phasen 
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überschritten. Auch auf die BAL hatten diese Konzentrationen in der PVA-Matrix keinen 
inhibierenden Einfluss. Mit zunehmenden Substratkonzentration war jeweils eine Steigerung 
des Umsatzes zu erkennen (3.5.4). Geläufige Konzentrationen in anderen Arbeiten liegen bei 
20–50 mM (Demir et al. 2001; Demir et al. 2002; Demir et al. 2004). Konzentrationen über 
50 mM werden bei der Verwendung von Aldehyden meist nicht eingesetzt, da die maximale 
Löslichkeit z. B. für Benzaldehyd (Shin und Rogers 1995) in den verwendeten Puffer/DMSO-
Gemischen sonst überschritten werden würden. Standardmäßig wurden daher weiterhin eine 
Konzentration von 50 mM verwendet. 
4.7.5 Licht- und Sauerstoffausschluss 
Die Synthesen unter Lichtausschluss zeigten keinerlei Verbesserung bezüglich einer weiteren 
Vermeidung der Nebenreaktionen. Selbst trotz einer Entgasung der fertigen BAL-PVA-
Lösung unmittelbar vor der Kryogelierung zeigten die so erhaltenen Immobilisate in den 
Synthesen keine merkbare Verringerung einer Diketonbildung. Anlass für diese 
Untersuchungen gab die Tatsache, dass die verwendete Klasse der Aldehyde sehr schnell 
oxidiert und auch dazu neigt, photochemisch zu reagieren (Beyer und Walter 1991). Um 
diesen Reaktionen vorzubeugen wurden in dieser Arbeit verwendete Aldehyde stets destilliert 
und unter Sauerstoffausschluss in einer Argonatmosphäre gelagert bzw. die Reaktionsansätze 
unter den genannten Bedingungen inkubiert. Für eine vollkommen sauerstofffreie 
Handhabung, z. B. beim Ansetzen der Substratlösungen, der entnommenen Proben und bei 
der Analytik, konnten nicht gewährleistet werden. 
4.7.6 Kugelgröße 
Bei der Verwendung unterschiedlich großer PVA-Kugelimmobilisate konnte keine 
einheitliche Tendenz, wie z. B. eine Verbesserung der Reaktionsgeschwindigkeit mit 
kleinerem Kugelvolumen durch die vergrößerte Austauschoberfläche bzw. die verkürzte 
Diffusionsstrecke, festgestellt werden. Es wäre zum einen möglich, dass der Volumenbereich 
zu klein gewählt war und sich daher keine großen Auswirkungen ergaben. Die Diffusion für 
25-µL-Kugeln läuft bereits sehr schnell ab (3.2.4) und für Volumina von bis zu 70 µL ist kein 
höherer Diffusionswiderstand festzustellen. Chen et al. 2003 machten ebenfalls die 
Beobachtung, dass für PVA-Kugeln mit Durchmessern von 2 bis 4,5 mm – welche exakt den 
auch in dieser Arbeit verwendeten Kugeldurchmessern entspricht – der Diffusionskoeffizient 
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nicht von der Kugelgröße sondern vielmehr von der Substratkonzentration abhängt. Ebenso 
konnten Metrangolo-Ruiz DeTemiño et al. (2005) keinen signifikanten Effekt der PVA-
Kugelgröße auf die Produktivität feststellen. Zu erklären ist dies eventuell damit, dass bei 
kleinen Kugeln die Oberfläche im Vergleich zum Volumen zwar größer ist, aber sich 
gleichzeitig mehr Enzym an dieser Grenzfläche befindet und eventuell durch den Kontakt mit 
dem Lösungsmittel negativ beeinträchtigt, wenn nicht sogar inaktiviert wird. Umgekehrt 
verhält es sich für größere Kugeln, wobei sich die Effekte möglicherweise zunächst 
ausgleichen. Erst bei längerer Reaktionszeit, wie es auch hier gezeigt werden konnte, kann 
letztendlich mehr Produkt gebildet werden, da weniger Enzyme an der Oberfläche geschädigt 
wurden. 
4.7.7 Temperatur 
Eine Temperaturabsenkung von 30 °C auf 25 °C brachte hinsichtlich einer Reduktion der 
Nebenreaktionen keinen merklichen Vorteil. Bei einer Temperatur von 30 °C wird also 
vergleichsweise zu 25 °C keine Bildung des Diketons durch eine thermische 
Dehydrogenierung (Kim et al. 1992) hervorgerufen. Eine höhere Temperatur rief eine bessere 
Enzymaktivität und dem zufolge einen höheren Umsatz hervor. Zudem ist bei 30 °C eine 
verbesserte Löslichkeit der Aldehyde und Benzoine zu erwarten. 
4.8 Lagerungsstabilität der BAL-PVA-Immobilisate 
In den Untersuchungen zur Lagerungsstabilität (3.6) wiesen die BAL-PVA-Immobilisate 
unterschiedliche absolute Umsätze bei vergleichbaren Ansätzen (3.6.1 und 3.6.2) auf. Dies ist 
darauf zurückzuführen, dass für die Ansätze unterschiedliche Immobilisatchargen verwendet 
wurden und es hierbei, wie bereits zuvor erwähnt, zu unterschiedlichen Reaktionsverläufen 
kommen kann. Aus diesem Grunde wurde stets ein Standardansatz – hier der Einsatz 
unmittelbar nach Herstellung verwendeter Immobilisate – mitgeführt. 
Zunächst wurden die in unterschiedlichen Medien bei 4 °C gelagerten Immobilisate 
untersucht (3.6.1). Es ist anzunehmen, dass durch die Herstellung an den Immobilisaten 
verbleibende Silikonölreste einen negativen Einfluss auf die Reaktion bzw. genauer auf den 
Stofftransport haben. Da die bei 4 °C nach 20 h gemessenen relativen Umsätze für zuvor in n-
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Hexan gelagerte Immobilisate bei 65 % und bei der Verwendung von Silikonöl als 
Lagerungsflüssigkeit nur bei 42 % lagen (Abb. 49, S. 83), wurde möglicherweise durch die 
Lagerung in n-Hexan das Silikonöl effizienter eliminiert als nur durch das Waschen mit n-
Hexan unmittelbar vor dem Einsatz der Immobilisate. Jedoch nicht nur die besseren 
Umsatzergebnisse, sondern auch die Tatsache, dass sich schon nach kurzer Zeit Verfärbungen 
der sonst weißen Immobilisate zeigten und auch Leidig et al. (1999) nach sechs Monaten 
derartige Kontamination ihrer PVA-Immobilisate durch Mikroorganismen feststellten, 
sprechen für eine Lagerung in einem organischen Lösungsmittel. Durch seine Autosterilität ist 
eine Lagerung in n-Hexan im Gegensatz zu Silikonöl oder wässrigen Medien vor allem für 
eine längere Lagerung bei 4 °C ratsam, da es hierbei eher zu Kontaminationen durch 
Mikroorganismen kommen kann, als bei noch niedriegeren Temperaturen. 
Die PVA-Matrix verleiht dem Enzym, neben dem wichtigen Schutz vor dem organischen 
Lösungsmittel in der Synthese, während der Lagerung einen Schutz vor temperaturbedingten 
Inaktivierungen. Gerade bei Gefriertemperaturen von -20 °C ist vor allem die Funktion des 
PEG als Kryoprotektor für das Enzym in den PVA-Kugeln sehr wichtig. Filippova et al. 
(2001) konnten anhand einer Proteinase zeigen, dass Enzyme durch eine PVA-Matrix vor 
dem negativen Einfluss von Lösungsmitteln bewahrt werden, sowie eine verbesserte 
Lagerungsstabilität durch die Immobilisierung aufweisen. Auch die Immobilisierung in 
LentiKats, wobei durch spezielle Modifikation die linsenförmigen PVA-Immobilisate bei 
Raumtemperatur gebildet werden, bringt eine Erhöhung der Langzeitstabilität für die in ihr 
eingeschlossenen Biokatalysatoren mit sich (Czichocki et al. 2001; Gröger et al. 2001). 
In n-Hexan gelagerte BAL-PVA-Immobilisate wurden darüber hinaus bei zwei 
unterschiedlichen Temperaturen gelagert (3.6.2). Für -20 °C zeigten die BAL-PVA-
Immobilisate nach einer Woche bis hin zu drei Monaten eine noch zufriedenstellende mittlere 
Restaktivität von 27 % (Abb. 50, S. 84). Nach insgesamt einem Jahr reduzierte sich diese 
Aktivität ca. auf die Hälfte. Eine Lagerung bei 4 °C hingegen brachten bereits nach einer 
Woche deutlich sinkende Aktivitäten mit sich und nach einem Monat war kaum noch bzw. 
nach drei Monaten gar keine Aktivität mehr messbar. Eine Lagerung in n-Hexan bei –20 °C 
stellte sich dank der hervorragenden kälte- und vor Lösungsmittel schützenden 
Eingenschaften der PVA-Matrix, als optimal für die beste Erhaltung der Enzymaktivität 
heraus.  
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BAL-PVA-Immobilisate, die vor ihrem eigentlichen Einsatz einen Tag bei der 
Reaktionstemperatur von 30 °C gelagert wurden, zeigten erreichten zunächst nach 2 h um 
ca. 13 % niedrigere Umsätze. Dieser Unterschied relativierte sich allerdings mit der Zeit und 
die Umsätze nach 24 h liefen, wie auch für die frisch hergestellten Immobilisate, auf 90 % 
hinaus (3.6.1). Dieses Ergebnis zeigt, dass nach einem 24-stündigen Einsatz der BAL-
Immobilisate die Enzymaktivität nicht merklich nachlässt. Von Janzen (2002) durchgeführte 
Versuche zur Stabilität der BAL in löslicher Form zeigten bereits nach 3 h nur noch 
Restaktivitäten von 52–85 % bei einer Temperatur von 37 °C. 
4.9 Wiederholter Einsatz und kontinuierliche Synthese 
Nach dem zuletzt in Abschnitt 4.8 genannten Ergebnis sollten die BAL-PVA-Immobilisate 
erneut für eine Synthese eingesetzt werden könnten. Allerdings zeigten Ansätze für den 
wiederholten Einsatz von den Immobilisaten, dass scheinbar die Substrat- und 
Produktanreicherung in den Immobilisaten (3.7.1) einen wiederholten Einsatz unmöglich 
machen. In anderen Arbeiten wird von bis zu 20 Wiederholungszyklen mit PVA-
Immobilisaten berichtet (Gröger et al. 2001). Um das Problem der Stoffanreicherung in den 
Kugeln zu vermeiden, ist eine gute Extraktion aus den Kugeln notwendig, welche durch die 
kontinuierliche Syntheseführung erzielt werden kann. Hierzu wurde ein Reaktoraufbau 
entwickelt, der die kontinuierliche Synthese ermöglichte (3.7.2). 
Vergleicht man die Produktiviäten der BAL für die (R)-3,3’-Furoin-Synthese, so wurden im 
Wirbelschichtreaktor (kontinuierliches System) mit 0,04 g·L-1·h-1 dreimal so hohe Raum-Zeit-
Ausbeuten (RZA) erreicht wie in den Batch-Ansätzen. Die Umsäzte waren mit 25 % 
wesentlich niedriger als die maximal in den Batch-Ansätzen erreichten von 90 %. Durch eine 
Veränderung verschiedener Parameter wurde zwar die Dauer einer konstanten, 
kontinuierlichen Prozessführung verkürzt, die Umsätze konnten aber fast verdoppelt und die 
RZA auf das 3,6fache gesteigert werden. Die ee-Werte waren sehr zufriedenstellend und eine 
Kristallbildung im Auffangbehälter, forciert durch ein Absenken der Temperatur, konnte sich 
zu Nutze gemacht werden, um reines (R)-3,3’-Furoin (1a) mit einem ee >99 % zu erhalten. 
Die erreichten Halbwertszeiten (HWZ) von 103 h lagen weit über denen von Stillger (2004) 
im Enzym-Membran-Reaktor als Zweiphasensystem erzielten HWZ von nur 17 h und sogar 
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über denen in homogenen Systemen mit DMSO bzw. MTBE von 101 bzw. 51 h. Die 
berechnete Desaktivierungskonstante von 6,7·10-³·h-1 zeigt eine gute Übereinstimmung mit 
Stillger  (2004). Allerdings ist die erreichte RZA von 46,7 g·L-1·h-1 in dem bereits optimierten 
Enzym-Membarn-Reaktor um ein 1000faches höher als sie in dieser Arbeit für den nahezu 
nicht optimierten Wirbelschichtreaktor erzielt werden konnte. 
4.10 Ausblick 
In dem verwendeten gelstabilisierten Zweiphasensystem wurden mit der Benzaldehydlyase in 
n-Hexan höhere Produktivitäten als in dem bekannten, wässrigen Einphasensystem erzielt, 
ohne die Enantioselektivität zu beeinflussen. Darüber hinaus konnten nahezu 
wasserunlösliche Substrate erstmals erfolgreich enzymatisch umgesetzt werden. Der in dieser 
Arbeit exemplarisch getroffenen Auswahl an hydrophoben Substraten steht eine große Anzahl 
weiterer potenzieller Substrate gegenüber. Somit könnte mit diesem Zweiphasensystem noch 
eine Vielzahl enantiomerenreiner Produkte synthetisiert werden. Zu diesem Zweck wären 
weitere Untersuchungen im Hinblick auf den Stofftransfer innerhalb der kugelförmigen 
Immobilisate in Abhängigkeit von dem verwendeten Substrat und Lösungsmittel notwendig. 
Aufgrund des „Black-Box“-Status der Matrix ist unklar, wie weit die Substrate in die Matrix 
diffundieren können, und inwieweit auch die innenliegenden Enzyme an der Stoffumsetzung 
beteiligt sind. Diese Vorgänge könnten durch geeignete Messmethoden in einer transparenten 
PVA-Matrix (Cha et al. 1992), wie z. B. der konfokalen Laser-Raster-
Fluoreszenzmikroskopie, aufgeklärt werden. Eine Steigerung der Ausbeuten scheint nur durch 
eine gezielte Verbesserung der Produktextraktion aus den Immobilisaten möglich zu sein. Der 
eigens für diese Arbeit entwickelte, kontinuierlich betriebene Wirbelschichtreaktor erwies 
sich diesbezüglich bereits als richtungsweisender Lösungsansatz, bedarf allerdings weiterer 
Optimierung. Eine weitere Möglichkeit zur Verbesserung der Produktextraktion könnte die 
Verwendung eines Repetitive-Batch-Verfahrens sein, bei dem im Wechsel unterschiedliche 
Lösungsmittel bzw. –gemische zur Substratbereitstellung und Produktextraktion zum Einsatz 
kommen. Alternativ könnte über die Entwicklung eines Reaktors nachgedacht werden, bei 
dem zwei Reaktionsräume mit unterschiedlichen Lösungsmitteln durch eine enzymhaltige 
PVA-Matrix getrennt werden. Mit diesen Ansätzen könnten die unterschiedlichen 
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Löslichkeiten von Substrat und Produkt und die damit einhergehenden Probleme 
möglicherweise beseitigt werden. 
Die erfolgreiche Anwendung der PVA-Matrix für die Immobilisierung einer Lyase, und die in 
der eigenen Arbeitsgruppe erzielten Ergebnisse mit Enzymen anderer Klassen, legen den 
Schluss nahe, dass sich die PVA-Matrix gut als universelles System zur Immobilisierung von 
Enzymen eignen könnte. 
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5 Zusammenfassung 
Die Synthese pharmazeutisch relevanter (R)-Benzoine mit der Benzaldehydlyase aus 
Pseudomonas fluorescens ist fast ausschließlich für das wässrige Einphasensystem 
beschrieben. Hierbei ist die Auswahl der hydrophoben Substrate jedoch begrenzt, die 
Effizienz teils unzureichend und häufig verwendete Löslichkeitsvermittler inaktivieren das 
Enzym bzw. verunreinigen das Produkt. 
In dieser Arbeit wurde ein gelstabilisiertes Zweiphasensystem entwickelt, welches den 
Einsatz der Benzaldehydlyase in organischen Lösungsmitteln zuließ und somit die 
enzymatische Herstellung neuartiger, stark hydrophober (R)-Benzoine ermöglichte. Die 
rekombinant in E. coli hergestellte und mit IMAC homogen gereinigte Benzaldehydlyase 
wurde hierzu in eine PVA-Matrix immobilisiert und für die Carboligation hydrophober 
Aldehyde in n-Hexan eingesetzt. Bei ersten Versuchen waren die Umsätze für die 
verschiedenen Aldehyde mit bis zu 77 % äußerst zufriedenstellend. Die Ausbeuten reichten 
aus, um die größtenteils mit >99 % ee synthetisierten (R)-Benzoine qualitativ analysieren zu 
können. Mit diesem System konnten für die (R)-2,2’-Furoin-Synthese wesentlich höhere 
Produktivitäten als mit dem bisher in der Literatur beschriebenen, wässrigen Einphasensystem 
erzielt werden. Stellvertretend wurde die (R)-3,3’-Furoin-Synthese optimiert, wodurch die 
Umsätze für 3-Furaldehyd auf 90 % gesteigert werden konnten. Die Entwicklung eines 
kontinuierlich betriebenen Wirbelschichtreaktors führte zu einer verbesserten 
Produktextraktion und dadurch zu höheren Raum-Zeit-Ausbeuten und zu einer Verminderung 
von Nebenreaktionen. 
Des Weiteren wurden die physikochemischen Eigenschaften des gelstabilisierten 
Zweiphasensystems untersucht. Die 9%ige PVA-Matrix erwies sich als äußerst druckfest und 
elastisch. Selbst die meisten organischen Lösungsmittel beeinflussten diese Eigenschaften 
nicht. Die Substratdiffusion verlief schnell, wobei ein Konzentrationsgleichgewicht zwischen 
organischer Phase und PVA-Matrix spätestens nach 4 min erreicht war. Es konnte 
nachgewiesen werden, dass die Enzymverteilung in den kugelförmigen Immobilisaten 
homogen war und Proteine ab einer Molekülgröße von 154 kDa vollständig in der PVA-
Matrix zurückgehalten wurden. Die Bestimmung der substratspezifischen 
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Verteilungskoeffizienten für das PVA-n-Hexan-Zweiphasensystem war obligatorisch für die 
Umsatzberechnungen und wurde darüber hinaus auch für weitere organische Lösungsmittel 
untersucht. Die Verteilung von 3-Furaldehyd in dem betrachteten Konzentrationsbereich bis 
50 mM war konzentrationsunabhängig, wie auch für die meisten anderen Aldehyde. 
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Abkürzungsverzeichnis 
2-BCA - 2-Benzofurancarboxaldehyd 
2-EBA - 2-Ethoxybenzaldehyd 
3-EBA - 3-Ethoxybenzaldehyd 
3-FA - 3-Furaldehyd 
3-TA - 3-Tolualdehyd 
3-TCA - 3-Thiophencarboxaldehyd 
3,5-DBA - 3,5-Dimethoxybenzaldehyd 
4-EBA - 4-Ethoxybenzaldehyd 
4-IBA - 4-Isopropylbenzaldehyd 
ε - molarer Extinktionskoeffzient 
λ - Wellenlänge 
µ(max) - (maximale) Wachstumsrate 
A(Enzym) - (Enzym)Aktivität 
A. niger - Aspergillus niger 
A. oryzae - Aspergillus oryzae 
ACS - American Chemical Society 
(HL)ADH - (Horse Liver) Alcohol Dehydrogenase 
amp - Ampicillin 
APS - Ammoniumpersulfat 
BAL - Benzaldehydlyase 
BFD - Benzoylformatdecarboxylase 
bidest. - bidestilliert 
BK/PTFE - Butylkautschuk/Polytetrafluorethylen 
BSA - Bovine Serum Albumin 
C - Konzentration 
DBE - Dibutylether 
DC - Dünnschichtchromatographie 
DEE - Diethylether 
deion. - deionisiert 
DMSO - Dimethylsulfoxid 
DNA - Desoxyribonukleinsäure 
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DNAse - Desoxyribonuklease 
DSMZ - Deutsche Stammsammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
E. coli - Escherichia coli 
EA - Ethylacetat 
EC - Enzyme Class 
EDTA - Ethylendiamintetraessigsäure 
ee - Enantiomerenüberschuss 
Fkrit - kritische Kompressionskraft 
Fmax - maximale Kompressionskraft 
FPLC - Fast Protein Liquid Chromatography 
GC(-MS) - Gaschromatographie(-Massenspektrometrie) 
GDA - Glutardialdehyd 
His6-tag - Hexahistidinrest 
HPLC - High Performance Liquid Chromatography 
HWZ - Halbwertszeit 
IMAC - Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography 
IP - Isopropanol 
IPE - Isopropylether 
IPTG - 1-Isopropyl-β-D-1-thiogalaktopyranosid 
kan - Kanamycin 
kb - Kilobasen 
kDa - Kilodalton 
KPi - Kaliumphosphat 
LB - Luria Bertanii 
logP - dekadischer Logarithmus des Verteilungskoeffizienten (n-Octanol und 
Wasser) 
mM, µM - millimolar, mikromolar 
mmol, µmol - Millimol, Mikromol 
MOPS - 3-(n-Morpholino)propansulfonsäure 
Mrd. - Milliarden 
MTBE - Methyltertbutylether 
MW - Molekulargewicht 
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NAD(H) - Nicotinamid-adenin-dinucleotid (reduziert) 
n.b. - nicht bestimmt 
neo - Neomycin 
NMR - Kernspinresonanz 
NTA - Nitrilo tri-Essigsäure 
OD - optische Dichte 
P - KOW, Verteilungskoeffizient von [Octanol.]/[Wasser] (Phasenverhältnis 1:1) 
PH/PVA - Verteilungskoeffizient [n-Hexan]/[PVA] (Phasenverhältnis variiert) 
Porg./wässr. - Verteilungskoeffizient [org.]/[wässr.] (Phasenverhältnis variiert) 
P. fluorescens - Pseudomonas fluorescens 
P. putida - Pseudomonas putida 
PAGE - Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS - Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
Pd(A/V) - (enzymspezifische/volumetrische) Produktivität 
PEG - Polyethylenglykol 
pO2 - Gelöstsauerstoffgehalt 
PPPS - Precision Plus Protein Standard 
PVA - Polyvinylalkohol 
Rf - Retentionsfaktor 
Rt - Retentionszeit 
RNA - Ribonukleinsäure 
RT - Raumtemperatur 
RZAmax - (maximale) Raum-Zeit-Ausbeute 
SC - Säulenchromatographie 
SDS - Natriumdodecylsulfat 
TBE - Tris/Borat-EDTA 
TEMED - Tetramethylethylendiamin 
TfB - Transformationspuffer 
ThDP - Thiamindiphosphat 
Tris - Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
U - Unit 
U·min-1 - Umdrehungen pro Minute 
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Us - Umsatz 
UV - Ultraviolett 
V - Volumen 
v/v - Volumen pro Volumen 
vvm - Volumenwechsel pro Volumen und Minute 
w/v - Masse pro Volumen 
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